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AI Protein erilizin B (EryB) uvrščamo med proteine z domeno MACPF (Pfam 
PF01823). Sintetizira ga goba Pleurotus eryngii, njegova biološka vloga pa je še 
neznana. Njegov homolog je protein pleurotolizin B (PlyB), ki pa ga sintetizira goba 
Pleurotus ostreatus. Gobe iz tega rodu prav tako sintetizirajo proteine egerolizine, ki 
s proteini z domeno MACPF, tvorijo porotvorne komplekse. Dokazano je, da imajo 
egerolizini specifično afiniteto za vezavo na membrane, sestavljene iz kombinacij 
sfingomielina (SM) in holesterola ali pa ceramid fosfoetanolamina (CPE) in 
holesterola, proteini z domeno MACPF pa to vezavo ojačajo in skupaj z egerolizini 
tvorijo dvokomponentne transmembranske pore. V magistrski nalogi smo EryB 
sintetizirali v bakteriji Escerichia coli, ga uspešno izolirali in v kombinaciji z 
egerolizini iz gliv rodu Pleurotus (erilizin A, ostreolizin A6, pleurotolizin A2) 
preverili njegovo aktivnost z uporabo površinske plazmonske resonance, testom 
sproščanja kalceina in testom hemolize. Ugotovili smo, da EryB, podobno kot njegov 
homolog PlyB, tvori dvokomponentne komplekse z egerolizini in da so le ti 
porotvorni. Kompleksi egerolizin/EryB so manj uspešni pri tvorbi por, v primerjavi 
s kompleksi egerolizin/PlyB, za kar so najverjetneje odgovorni različni 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
 
°C stopinj Celzija 
AEBSF 4-(2-aminoetil)benzensulfonil fluorid 
hidroklorid 
Amp ampicilin 
BCA bicinkonična kislina 
BSA goveji serumski albumin (ang. Bovine 
serum albumine) 
CPE ceramid fosfoetanolamin 
C-terminalni konec karboksilni konec proteina 
DNaza deoksiribonukleaza 
E. coli Escherichia coli 
EDTA etilendiamintetraocetna kislina 
EryA erilizin A 
EryB erilizin B 
His histidin 
Hol holesterol 
HTH skupek vijačnic (ang. Helix-Turn-Helix) 
IPTG izopropil β-D-tiogalaktozid 
IT inkluzijska telesa 
kDa kilodalton 
LB gojišče Luria-Bertani  




min  minuta 
MACPF kompleks membranskega napada/perforin 
(ang. Membrane attack complex/perforin) 
mCherry rdeči fluorescenčni protein 
MLV multilamelarni vezikli (ang. Multilamellar 
vesicles) 
NaDS natrijev dodecilsulfat 
NaDS-PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza v 
prisotnosti NaDS 
NaOH natrijev hidroksid 
Ni-NTA nikelj-nitrilocetna kovinsko-afinitetna 
kolona 
N-terminalni konec aminski konec proteina 
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OD600 optična gostota pri valovni dolžini 600 nm 
(ang. optical density) 
OG N-oktil-β-glukopiranozid  
OlyA ostreolizin A 
PlyA pleurotolizin A 
PlyB pleurotolizin B 
POPC 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-
fosfatidilholin 
RNaza A ribonukleaza A 
RU odzivne enote (ang. response units) 




SPR površinska plazmonska resonanca (ang. 
Surface plasmon resonance) 
SUV mali unilamelarni vezikli (ang. Small 
unilamellar vesicles) 
T temperatura 




γ gama; simbol za masno koncentracijo 
μ mikro 
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Egerolizini so relativno majhni (13-20 kDa) β-strukturirani proteini, ki jih najdemo v 
različnih organizmih, predvsem v glivah in bakterijah (Butala in sod., 2017, Novak in sod., 
2014). Njihova skupna lastnost je ta, da prepoznajo in se vežejo na različne lipide ali 
kombinacije le teh. Za egerolizine iz glivnega rodu Pleurotus je bilo dokazano, da se 
specifično vežejo na membranske domene, obogatene s sfingomielinom in holesterolom, kar 
ustreza pojmu t. i. lipidnih raftov v živih sistemih (Sepčić in sod., 2004; Ota in sod., 2013; 
Skočaj in sod., 2014) ter na za nevretenčarje specifičen sfingolipid, ceramid fosfoetanolamin 
(Bhat in sod., 2015). Poleg interakcij z lipidi, je za egerolizine iz rodu Pleurotus (ostreolizin 
(OlyA), ostreolizin A6 (OlyA6) in pleurotolizin (PlyA) iz P. ostreatus ter pleurotolizin A2 
(PlyA2) in erilizin A (EryA) iz P. eryngii) značilno, da lahko interagirajo tudi s 59-kDa 
proteinom pleurotolizinom B (PlyB), ki ga proizvaja goba P. ostreatus in ki ima domeno 
kompleksa, ki napade membrano/perforin (ang. membrane attack complex/perforin; 
MACPF). Posledično lahko protein PlyB v kombinaciji z omenjenimi egerolizini tvori 
binarne citolitične komplekse v umetnih in bioloških membranah, ki vsebujejo ustrezne 
lipidne tarče (Ota in sod., 2013; Lukoyanova in sod., 2015; Panevska in sod., 2019a). Še ena 
gliva iz istega rodu, in sicer P. eryngii, proizvaja soroden protein, in sicer erilizin B (EryB), 
katerega aminokislinsko zaporedje je 96 % identično zaporedju PlyB (Shibata in sod., 2010). 
Interakcija EryB z egerolizini iz rodu Pleurotus do sedaj še ni bila preučena. 
 
1.1 NAMEN DELA 
 
Namen naloge je bil pripraviti in uspešno izolirati aktiven rekombinantni protein EryB, ki 
ga drugače proizvaja goba P. eryngii, ter ga okarakterizirati z biokemijskimi testi (merjenje 
triptofanskega spektra in poliakrilamidna elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecil 
sulfata, NaDS-PAGE). V sklopu naloge smo preverili tudi njegovo membransko aktivnost 
(test hemolize, test permeabilizacije veziklov in površinska plazmonska resonanca) z 
egerolizinskimi partnerji (EryA, OlyA6 in PlyA2) iz istega glivnega rodu in rezultate 
primerjali z rezultati, kjer smo namesto EryB uporabili 96 % identični protein PlyB.  
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
Hipoteza 1: Pričakujemo, da bomo uspešno pridobili rekombinantni protein EryB. 
 
Hipoteza 2: Pričakujemo, da bomo uspešno pokazali interakcijo proteina EryB z 
egerolizinskimi partnerskimi proteini iz gliv iz rodu Pleurotus, kar bomo zasledovali preko 
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2 PREGLED OBJAV 
 
 
2.1  EGEROLIZINI IN NJIM PODOBNI PROTEINI 
 
Proteine iz egerolizinske družine najdemo v različnih kraljestvih, tako pri rastlinah in 
praživalih, kot tudi pri žuželkah, najbolj pogosto pa so prisotni pri glivah in bakterijah. 
Najdeni so bili pri vsaj 77 različnih vrstah organizmov. V glivah najdemo veliko družin 
porotvornih proteinov – proteine z domeno MACPF/CDC, aerolizine, flamutoksine, delta-
toksine, falolizine in egerolizine. Egerolizine najdemo pri organizmih v raznovrstnih 
ekoloških nišah, in sicer v jedilnih gobah, fitopatogenih in (za človeka oz. živali) 
oportunistično patogenih glivah, ter pri saprofitih (Butala in sod., 2017). Egerolizinsko 
družino (Pfam PF06355) so definirali leta 2002 (Berne in sod., 2002). Prvi izoliran egerolizin 
je bil Asp-hemolizin, ki je letalna in kardiotoksična komponenta oportunistično patogene 
glive Aspergillus fumigatus (Sakaguchi in sod., 1975).  
 
2.1.1 Struktura in lastnosti egerolizinov 
 
Egerolizini so strukturno in funkcionalno raznovrstni proteini. Poznanih je več kot 400 
proteinov iz te družine. Veliki so od 13 kDa do več kot 20 kDa in imajo eno domeno. 
Poznamo skupino, kamor spadajo proteini veliki od 10 do 14 kDa (npr. Cry34Ab1); skupino, 
kjer so proteini veliki okrog 15 kDa (npr. PlyA) in skupino z največjimi predstavniki – okrog 
23 kDa, kamor spada protein P23 iz molja Pseudoplusia includens (Butala in sod., 2017). 
Skupne lastnosti vseh egerolizinov so, da imajo nizke izoelektrične točke, podobne 
molekulske mase (15-17 kDa) in so stabilni v širšem pH območju (Berne in sod., 2009). 
Egerolizini vsebujejo približno 10 % aromatskih in 20-24 % nabitih aminokislinskih 
ostankov. Negativno nabite aminokisline so odgovorne za prepoznavo holinske glave 
sfingolipidov. V vseh egerolizinih je moč opaziti ohranjene cisteinske in triptofanske 
ostanke, ki imajo tako strukturno kot funkcionalno vlogo. Regije, bogate s triptofani, pa 
imajo vlogo pri začetni vezavi na membrano (Hong in sod., 2002; Kudo in sod., 2002). 
 
Prva odkrita egerolizina sta bila Asp-hemolizin in pleurotolizin, prvega so izolirali iz plesni 
Aspergillus fumigatus (Sakaguchi in sod., 1975), drugega pa iz gobe Pleurotus ostreatus 
(Bernheimer in Avigad, 1979). Analiza aminokislinskih zaporedij teh proteinov je potrdila 
njihovo sorodnost. Proteini so si v nekaterih delih zaporedij identični. Pri glivah so geni za 
egerolizine in njihove proteinske partnerje med seboj oddaljeni le za nekaj 100 baznih parov. 
Egerolizini so ime dobili po proteinu, ki so ga izolirali iz užitne gobe Agrocybe aegerita 
(Berne in sod., 2002). Prvi egerolizini, ki so pokazali povezavo z raznovrstnimi lipidi in 
njihovimi derivati, so bili izolirani iz A. fumigatus in Pseudomonas aeruginosa (Kudo in 
sod., 2001; Miklavič in sod., 2015). Nekateri izmed proteinov v egerolizinski družini se 
selektivno vežejo na specifične lipide v umetnih ali bioloških membranah, kot sta CPE in 
SM, in sicer v kombinaciji s Hol (Bhat in sod., 2015; Ota in sod., 2013; Sepčić in sod., 2004). 
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Egerolizini tvorijo pore neposredno, ali pa drugim proteinom omogočijo tvorbo por. 
Nekateri egerolizini iz višjih gliv se lahko vežejo na membrano, a za tvorbo por potrebujejo 
proteinskega partnerja. Primer takšnega proteina je egerolizin PlyA, izoliran iz P. ostreatus, 
ki se sam sicer veže na membrano, vendar za permeabilizacijo membrane potrebuje še PlyB, 
ki ga producira ista gliva (Tomita in sod., 2004). Podobno je z EryA, izoliranim iz Pleutorus 
eryngii, katerega naravni proteinski partner je EryB (Shibata in sod. 2010).  
 
Asp-hemolizin je 15 kDa protein, ki ga najdemo pri A. fumigatus, in za katerega je bilo 
pokazano, da je glavni razlog za invazivno aspergilozo (tj. bolezen ki jo povzročajo glive iz 
rodu Aspergillus) pri ljudeh z oslabljenim imunskim sistemom. Deluje hemolitično in je tako 
toksičen za celice sesalcev. Dokazano je, da vpliva na zmanjšanje viabilnosti makrofagov in 
človeških vaskularnih endotelnih celic (Kumagai in sod., 1999, Kumagai in sod., 2001). 
Aspergilozo je sprva težko diagnosticirati in bolezen ima precej visoko smrtnost. V zadnjem 
desetletju je ravno Asp-hemolizin postal ključen pri zgodnjem odkrivanju bolezni, saj se 
njegova povečano izražanje opazi že na samem začetku infekcije. Z metodo kvantitativne 
verižne reakcije s polimerazo (ang. quantitative real-time PCR; qPCR) lahko izražanje gena 
aspHS, ki nosi zapis za omenjeni egerolizin, natančno zaznamo (Abad-Diaz-de-Cerio in 
sod., 2013).  
 
Tudi bakterije proizvajajo veliko egerolizinov in egerolizinom podobnih proteinov. Eden 
izmed le teh je Cry34Ab1 iz bakterije Bacillus thuringiensis. Cry34Ab1 je 14 kDa velik 
protein, ki se na membrane veže nespecifično in za tvorbo por potrebuje večji (44 kDa) 
protein Cry35Ab1 (Ellis in sod., 2002). RahU je bakterijski egerolizin, ki ga najdemo pri 
bakteriji P. aeruginosa. Ta protein ni hemolitičen, se pa selektivno veže na oksidirane 
lipoproteine z nizko gostoto in lizofosfolipide (Rao in sod., 2008). 
 
2.1.2 Biološka vloga egerolizinov 
 
Biološka vloga egerolizinov je nejasna pri vseh skupinah organizmov. Znano je, da se 
egerolizin P23 iz molja P. includens specifično sintetizira v plazmatocitah (hemociti, ki jih 
najdemo pri insektih in imajo vlogo fagocitnih celic), ki so vključene v obrambo proti 
bakterijam, sam egerolizin pa nima citolitične aktivnosti proti njim (Zhang in sod., 2011). 
 
Predvidena vloga glivnih egerolizinov je zaščita pred nematodi, insekti in bakterijami 
(Zhang in sod., 2011), prav tako pa naj bi imeli vlogo pri samem razvoju organizma (Butala 
in sod., 2017). Pri zaprtotrosnicah (Ascomycota) naj bi imeli egerolizini pomembno vlogo 
pri razvoju organizma, saj so odkrili povišano sintezo egerolizinov in njim podobnih 
proteinov med samim razvojem omenjenih gliv (Roberts in sod., 2011). Pri odprtotrosnicah 
(Basidiomycota), kamor spadajo tudi gobe iz rodu Pleurotus, imajo prav tako vlogo pri 
razvoju. Do povečane sinteze egerolizinov pride ravno med tvorbo mladih nadzemnih delov 
gobe, egerolizine pa lahko najdemo v bazidiju in v bazidiosporah, ne pa v vegetativnem 
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miceliju (Berne in sod., 2002). Ostreolizin (apliciran kot nativni OlyA z neznatnimi 
primesmi PlyB) pospeši rast primordijev in kasneje tudi razvoj le teh v mlade nadzemne dele 
(Berne in sod., 2007). Egerolizini naj bi bili pomembni tudi pri sporulaciji, čeprav natančen 
mehanizem še ni znan. Prav tako pride pri odprtotrosnicah tudi do sočasno povečane sinteze 
proteinskih partnerjev z domeno MACPF (Berne in sod., 2002, Shim in sod., 2006).  
 
Nekateri egerolizini delujejo proti tumorjem, celični proliferaciji ter antibakterijsko. 
Uporabni bi bili v medicinske namene, za preprečevanje ateroskleroze ali kot elementi cepiv. 
Potencialno so uporabni tudi v biotehnologiji, in sicer z njimi bi lahko izboljšali produkcijo 
komercialno pomembnih gob. Ker pa se vežejo na specifične molekule, so uporabni tudi kot 
biološki označevalci v celični in molekularni biologiji (Berne in sod., 2009; Bhat in sod., 
2015; Skočaj in sod., 2014), ter navsezadnje tudi kot biopesticidi (Panevska in sod., 2019a). 
 
2.1.3 Egerolizini iz gliv rodu Pleurotus 
 
2.1.3.1 Pleurotolizin in ostreolizin  
 
Pleurotus ostreatus (bukov ostrigar) je nepatogena gliva, ki spada med odprtotrosnice. Raste 
na območjih zmerno-toplih podnebij in je užitna. Najdemo jo predvsem na razpadajočem 
lesu, saj je saprofit. Sintetizira tri opisane egerolizine (OlyA, OlyA6, PlyA) ter protein z 
domeno MACPF, PlyB (Tomita in sod., 2004; Berne in sod., 2002; Ota in sod., 2013). 
Citolitični kompleksi PlyA/PlyB se v literaturi imenujejo tudi pleurotolizin (Ply), kompleksi 
OlyA/PlyB ali OlyA6/PlyB pa ostreolizin (Oly). OlyA in OlyA6 sta si v aminokislinskih 
zaporedjih identična v 79 %. Proteina OlyA6 in PlyA sta glede na aminokislinsko zaporedje 
95 % identična, razlikujeta se le v 2 aminokislinah. OlyA in PlyA sta si glede na 
aminokislinsko zaporedje 79 % identična (Slika 1). PlyB je protein, ki spada med proteine 
z domeno MACPF. Je 59 kDa velik protein, njegovo aminokislinsko zaporedje pa gradi 523 
ostankov.  
 
Pleurotolizin sta najprej opisala Bernheimer in Avigad (1979), in sicer kot glivni hemolizin, 
ki je velik okrog 12 kDa. Leta 2002 so ponovno preiskali citolitične proteine iz gobe P. 
ostreatus in citolitični protein poimenovali ostreolizin (Berne in sod., 2002). V primerih 
nativnih izolatov pleurotolizina in ostreolizina se je zgodilo, da sta bila PlyA oz. OlyA 
kontaminirana z minimalnimi količinami PlyB, ki so bili pod mejo detekcije, vendar so v 
kombinaciji z egerolizini delovali hemolitično. Opisali so tudi, da sta OlyA in PlyA precej 
podobna proteinu Aa-Pri1, izoliranim iz gobe Agrocyba aegerita, in Asp-hemolizinu iz 
plesni A. fumigatus. Tomita in sod. (2004) so pri poskusih prvi odkrili, da sta Bernheimer in 
Avigad pravzaprav izolirala pleurotolizin, ki je dvokomponenten (PlyA/PlyB). Pozneje so 
isto dokazali tudi za ostreolizin OlyA6/PlyB (Ota in sod., 2013).  
5 
Mravinec M. Priprava, izolacija in karakterizacija rekombinantnega proteina erilizina B. 





2.1.3.2 Erilizin  
 
Pleurotus eryngii ali možinin ostrigar je prav tako po svetu precej razširjena goba. Iz nje so 
do sedaj izolirali egerolizina EryA in PlyA2 ter protein z domeno MACPF EryB. PlyA2 je 
homolog PlyA, proteina se razlikujeta le v 2 aminokislinah (Bhat in sod., 2013). Glede na 
aminokislinsko zaporedje je EryA 80 % identičen z egerolizinoma PlyA in PlyA2, 97 % z 
OlyA in 79 % z OlyA6; PlyA2 pa je z OlyA6 93 % identičen.  (Slika 1). 
 
Erilizin so iz sveže gobe P. eryngii prvič izolirali leta 2006 z uporabo gelske filtracije in 
ionske izmenjevalne kromatografije. Sprva so ga opisali kot enokomponentni protein, velik 
17 kDa, ki je stabilen na temperaturah med 0 in 30 °C. Pri temperaturah nad 40 °C je 
popolnoma neaktiven. Ravno zato je ta goba po termični obdelavi užitna in neškodljiva za 
človeka. Protein je aktiven v širokem pH območju (pH 4-12) (Ngai in Ng, 2006). Tako kot 
v primeru zgoraj opisanih proteinov iz gobe P. ostreatus, je erilizin pravzaprav sestavljen iz 
dveh komponent. Shibata in sodelavci so leta 2010 znova izolirali nativni erilizin iz P. 
eryngii in komponenti (EryA in EryB) uspešno ločili z gelsko kromatografijo. Z 
poliakrilamidno elektroforezo, v prisotnosti natrijevega dodecil sulfata (v nadaljevanju 
elektroforeza NaDS-PAGE), so določili velikost teh proteinov, in sicer EryA je velik 15 
Slika 1. Poravnava aminokislinskih zaporedij glivnih egerolizinov iz rodu Pleurotus. Poravnava narejena z orodjem 
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kDa. Izkazalo pa se je, da je EryB razpadel na dva dela – EryB1, velik 15 kDa in EryB2, 
velik 37 kDa, verjetno zaradi učinkovanja proteaz (Shibata in sod., 2010). Danes vemo, da 
je EryB 59 kDa velik protein.  
 
EryB in PlyB sta homologa s 96 % identičnim aminokislinskim zaporedjem (določeno z 
uporabo orodja BLAST), razlikujeta pa se v 23 aminokislinskih ostankih (Slika 2). 
 
2.2 INTERAKCIJA EGEROLIZINOV Z LIPIDI IN LIPIDNIMI MEMBRANAMI 
 
2.2.1 Sestava celičnih membran 
 
Celične membrane imajo kompleksno zgradbo, pa vendar imajo jasen namen – selektivno 
ločiti notranjost, ki predstavlja življenje, od zunanjosti. Sposobne so lateralnega ločevanja 
svojih sestavnih delov (Lingwood in Simons, 2009). V osnovi jih gradi dvosloj iz 
amfipatičnih lipidov, do razlik pa pride v sami sestavi lipidov in proteinov, ki so vgrajeni 
Slika 2. Poravnava aminokislinskih zaporedij proteinov PlyB in EryB. Poravnava narejena z orodjem 
ClustalW (strict). Najbolj ohranjeni aminokislinski ostanki so označeni s črno barvo. 
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med njih (Lodish in sod., 2000). Lipidi poleg tega, da gradijo membrane, v celici služijo še 
kot signalne molekule in vir energije (Berg in sod., 2002). Glavne membranske lipide lahko 
razdelimo v tri skupine, in sicer na glicerofosfolipide, sfingolipide in sterole.  
 
Najbolj zastopani strukturni lipidi v evkariontskih celicah so glicerofosfolipidi. Sledijo jim 
sfingolipidi, katerih glavni gradnik je ceramid. Zaradi nasičenih in trans-nenasičenih 
maščobnih kislin v repu se ti lahko tesneje združujejo med sabo in ustvarjajo t.i. gel fazo, 
utekočinjajo pa jih steroli. Steroli so nepolarni lipidi (van Meer in sod., 2008). Steroli in 
sfingolipidi se med seboj vrinjajo po t.i. modelu dežnika (ang. umbrella model), ki pravi, da 
glava sfingolipida pod sabo ščiti nepolaren sterol (Huang in Feigenson, 1999).  
 
Hol je zelo pomembna komponenta živalskih celičnih membran. Interagira z membranskimi 
fosfolipidi in vpliva na njihove lastnosti. Hol je skupaj s sfingolipidi ključnega pomena za 
urejenost membran in je glavna komponenta lipidnih raftov, lateralnih membranskih domen 
velikosti 10-200 nm. Lipidni rafti so odgovorni za nekatere ključne celične procese. 
Običajno so vstopna točka za številne signalne molekule ter za virusne in bakterijske 
proteine. Rafti so ključnega pomena za interakcijo lipidov s proteini, za membranski 
transport, polarizacijo in signalizacijo celic, prav tako pa okvara le teh vodi v nekatere 
nevrodegenerativne bolezni (Pike, 2006; Rajendran in Simons, 2005). Te membranske 
mikrodomene so netopne v nekaterih detergentih (ang. DRM; detergent-resistant membrane 
microdomains). Hol, sfingolipidi in glicerofosfolipidi, obogateni z nasičenimi maščobnimi 
kislinami, ustvarjajo tekoče urejeno stanje membrane (Simons in Vaz, 2004). Ker so lipidni 
rafti majhni, relativno nestabilni in kratko živeči, jih je v membrani težko določiti (Lingwood 
in Simons, 2009). 
 
SM ima polarno fosfoholinsko glavo, zato ga uvrščamo med sfingofosfolipide. Je najbolj 
zastopan sfingolipid pri vretenčarjih, in sicer v zunanjih plasteh plazemske membrane 
(Ohanian in Ohanian, 2001). Ceramid, ki nastane pri hidrolizi SM, v celicah deluje kot 
sekundarni sporočevalec. SM ima tako poleg strukturne vloge tudi vlogo pri komunikaciji 
(Hannun, 1996). CPE je analog SM. Je najpomembnejši sfingolipid pri nevretenčarjih in 
nekaterih parazitih, v sesalčjih celicah pa je prisoten le v sledeh. Pri nekaterih členonožcih, 
kot so muhe in vinske mušice, najdemo le CPE (Kraut, 2011), pri drugih, npr. pri metuljih, 
kožekrilcih in pajkih, pa najdemo tako CPE kot SM (Abeytunga in sod., 2004; O'Connor in 
sod., 1970; Yang in sod., 2004; Panevska in sod., 2019b). Za razliko od SM, ki ima 
fosfoholinsko polarno glavo, ima CPE na tem mestu fosfoetanolamin (Térová in sod., 2005). 
Da je največja produkcija tega lipida v fazi ličinke, so dokazali pri organizmih iz rodu 
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2.2.2 Interakcija egerolizinov z lipidi 
 
Asp-hemolizin in necitolitični egerolizin PA0122, RahU (izoliran iz bakterije P. aeruginosa) 
sta sposobna vezave z oksidiranim lipoproteinom nizke gostote (ox-LDL) in z lipofosfatidi 
(Kudo in sod., 2001; Rao in sod., 2008). Ravno zaradi te lastnosti bi lahko bila biološka 
vloga PA0122 sodelovanje pri tvorbi mikrobioloških filmov in pri imunskem odzivu (Butala 
in sod., 2017).  
 
Egerolizini iz rodu Pleurotus so med seboj 79-99 % identični, in te majhne razlike med 
njihovimi aminokislinskimi zaporedji diktirajo specifičnost vezave s posameznimi lipidi. 
Glivni egerolizini se selektivno vežejo na nanodomene v membranah, ki so bodisi 
sestavljene iz kombinacije SM in Hol ter CPE in Hol (Bhat in sod., 2015; Ota 2013; Panevska 
in sod., 2019a).  
 
Šest triptofanskih ostankov na pozicijah 6, 28, 92, 96, 103 in 112 je značilnih za vse 
egerolizine iz rodu Pleurotus. Prav ti so ključnega pomena za vezavo na lipide (Sakurai in 
sod., 2004). S točkovno mutacijo triptofanov na mestih 28, 96 in 112 v alanin, je bila 
dokazana njihova pomembnost pri vezavi, saj se takšne mutante na liposome s sestavo 
SM/Hol niso vezale, medtem ko mutacija triptofana na 6. mestu ni imela vpliva na vezavo 
(Bhat in sod., 2013). 
 
PlyA prepozna polarno glavo SM, šele nato poteče interakcija proteina s hidrofobnim delom 
sfingolipida in Hol. Direktna interakcija med Hol in PlyA sicer ne poteče, Hol le olajša 
vezavo proteina s SM (Tomita in sod., 2004). Specifična afiniteta PlyA2 in OlyA do 
membran, bogatih s SM, je najverjetneje posledica t.i. kation-π interakcije. Pri PlyA2 sta za 
to odgovorni dva aminokislinska ostanka, in sicer triptofan na mestu 28 in tirozin na mestu 
91, pri OlyA pa prav tako triptofan na mestu 28 mestu in serin na mestu 91. Ta mesta 
omogočajo proteinu močno vezavo s holinsko glavo SM. EryA, zaradi drugačnih 
aminokislin na teh mestih (alanin na mestu 91), močnih interakcij s holinsko glavo SM ne 
tvori in tako nima specifične afinitete za vezavo na membrane s sestavo SM/Hol (Bhat in 
sod., 2015). Za vezavo egerolizinov na lipidne membrane je ključno, da so te sestavljene iz 
sfingolipidov v kombinaciji s Hol. Nedavno so ugotovili, da holinska glava nima ključnega 
pomena tudi pri interakciji OlyA6 z umetnimi membranami, sestavljenimi iz SM in Hol. 
Protein prepoznava ceramidni del molekule SM, vendar samo v primeru, ko je SM povezan 
s Hol. Zamenjava glutamata na mestu 69 OlyA v alanin izniči specifičnost vezave na 
membrane s sestavo SM/Hol in tak protein lahko reagira tudi z membrano, zgrajeno iz 
čistega SM brez prisotnosti Hol. Danes prevladuje mnenje, da OlyA6 (in najverjetneje tudi 
drugi egerolizini iz gliv rodu Pleurotus) prepoznavajo specifično konformacijo sfingolipida, 
ki jo ta zavzame v membrani, če je povezan s Hol (Endapally in sod., 2019). V poskusih z 
več kot 300 oligosaharidi, OlyA6 ni tvoril interakcij prav z nobenim od njih (Novak in sod., 
2020). To še dodatno potrjuje dejstvo, da OlyA6 specifično interagira le z nekaterimi lipidi 
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(Ota in sod., 2013). OlyA6 ni sposoben le vezave na liposome (SM/Hol, 1:1), pač pa sproži 
tudi nastanek invaginacij in evaginacij na teh istih membranah (Ota in sod., 2014). 
 
Bhat in sodelavci so dokazali specifično afiniteto PlyA2, sklopljenega z ojačanim zelenim 
fluorescenčnim proteinom (ang. enhanced green fluoroscent protein; eGFP) do membran, 
ki so bile sestavljene iz kombinacij SM in Hol. PlyA2-eGFP se je vezal na liposome s sestavo 
SM/Hol (1:1), ne pa tudi na liposome s sestavo fosfatidilholin/Hol (1:1) in SM/fosfatidilholin 
(1:1). Po tretiranju s sfingomielinazo ali metil-β-ciklodekstrinom, ki sta razgradila SM ali 
odtegnila Hol, vezave proteina ni bilo več moč zaznati, kar potrjuje specifičnost vezave na 
SM/Hol. PlyA2 se veže na membrane, sestavljene iz SM in sterolov, ki na obročih A in B 
nimajo vezanih večjih funkcionalnih skupin, modifikacije sterolnega repa pa na vezavo 
nimajo vpliva. Za vezavo je pomembna tudi stereokemična konfiguracija 3-hidroksilne 
skupine v SM/sterol domeni (Bhat in sod., 2013).  
 
PlyA2, OlyA in EryA se močno vežejo na vezikle s sestavo CPE/Hol (1:1). Za vezavo 
omenjenih egerolizinov na takšne membrane je tudi v tem primeru pomembna 3-hidroksilna 
skupina, pomembne pa so tudi funkcionalne skupine, vezane na obroču A v strukturi sterola 
(Bhat in sod., 2015). Bhat in sodelavci so za poskuse sklopili fluorescenčni protein eGFP s 
3 egerolizini (EryA, OlyA, PlyA2). Vsi 3 proteini so s točkovno mutacijo triptofana v alanin 
na mestu 96 izgubili zmožnost vezave na liposome s sestavo CPE/Hol. Prav tako so uspešno 
zaznali vezavo proteina EryA-eGFP na parazita Trypanosoma brucei, ki povzroča afriško 
spalno bolezen in ki v fazi, ko se nahaja v krvi gostitelja, v svojih membranah izraža CPE. 
Takšen način označevanja bi lahko uporabili za zaznavanje parazita v tkivih sesalcev. Ker 
pa imajo egerolizini v kombinaciji s proteinskimi partnerji, ki vsebujejo domeno MACPF, 
porotvorne lastnosti, bi jih lahko uporabili tudi za razvoj zdravil za omenjeno bolezen (Bhat 
in sod., 2015). OlyA, OlyA6 in PlyA2 se na membrane, ki so sestavljene in CPE in Hol, 
vežejo 1000-krat močneje, kot na membrane, sestavljene iz SM in Hol (Panevska in sod., 
2019a). Medtem, ko imajo OlyA, OlyA6, PlyA in PlyA2 afiniteto do membran s sestavo 
SM/Hol in CPE/Hol membrane, pa EryA prepozna le membrane s sestavo CPE/Hol (Bhat 
in sod., 2013, 2015, Ota in sod., 2013). 
 
Skočaj in sodelavci (2014) so v svojih poskusih dokazali, da je fluorescenčno označen 
OlyA6 (OlyA-mCherry), dobro orodje za označevanje lipidnih raftov v živih in fiksiranih 
celicah. Ker protein nima citotoksičnega učinka, je stabilen in ima optimalne fluorescenčne 
lastnosti, poleg tega pa ima specifično afiniteto do membranskih regij, ki so obogatene s 
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2.3 POROTVORNA AKTIVNOST EGEROLIZINOV V KOMBINACIJI S 
PROTEINSKIMI PARTNERJI Z DOMENO MACPF 
 
2.3.1 MACPF proteinska družina 
 
Proteini z domeno MACPF so najštevilčnejša skupina porotvornih proteinov, med katere 
spadata tudi perforin in C9, ki sodelujeta pri imunskem odzivu ljudi (Tschopp in sod., 1986). 
Ti proteini sodelujejo tako pri obrambi kot pri napadu.Najdemo jih tudi pri številnih po 
Gramu negativnih in po Gramu pozitivnih bakterijah. Čeprav nimajo zaznavnih identičnih 
zaporedij z družino od holesterola odvisnih citolizinov (ang. cholesterol-dependent 
cytolysins; CDC), pa proteini teh dveh družin tvorijo homologne pore. Pore obeh družin 
imajo centralno domeno MACPF/CDC, ki je štiridelna visoko zavita β-ploskev, okrašena s 
tremi manjšimi skupki α-vijačnic. Od slednjih dva skupka vijačnic sodelujeta pri vstavljanju 
v membrano, to sta t.i. transmembranski lasnici (ang. transmembrane hairpins) TMH1 in 
TMH2. Tretji skupek vijačnic pa je t.i. HTH (ang. helix-turn-helix), ki ga najdemo na pregibu 
centralne β-ploskve. HTH se nahaja na vrhu TMH2. Ravno te regije nakazujejo na skupen 
razvoj proteinskih družin MACPF in CDC in potemtakem tudi na homologijo mehanizma 
tvorjenja por (Hadders in sod., 2007; Slade in sod., 2008). Domene MACPF so obdane z 
manjšimi disulfidnimi regijami, ki sicer niso ključne pri sami vezavi na membrano, imajo pa 
zelo pomembno vlogo pri interakciji proteina z drugim proteinom (Aleshin in sod., 2012; 
Hadders in sod., 2012).  
 
Proteine z domeno MACPF lahko najdemo pri mnogih organizmih. Sodelujejo pri obrambi 
in pri razvoju organizmov, celični adheziji in signalizaciji. Egerolizine najdemo v različnih 
bakterijah, glivah in rastlinah, medtem ko so PlyB in njemu podobni proteini z domeno 
MACPF zastopani v veliko manjšem številu. Najdemo jih predvsem pri glivah iz razreda 
Agaricomycetes. Kombinacijo egerolizina in proteina z MACPF domeno (PlyB in njemu 
podobni proteini) najdemo pri nekaterih vrstah iz družin Pleurotaceae, Geastraceae, 
Marasmiaceae, Polyporaceae, Bondarzewiaceae in Strophariaceae. Nukleotidno in 
aminokislinsko zaporedje teh proteinov je edinstveno in se zelo razlikuje od drugih 
porotvornih proteinov (Ota in sod., 2014).  
 
2.3.2 Pleurotolizin B (PlyB) in tvorba transmembranske pore 
 
Do sedaj opisana glivna proteina z domeno MACPF (Pfam PF01823) sta EryB in PlyB. 
Proteini z domeno MACPF z vezavo na egerolizine ustvarijo transmembranske pore. Takšna 
pora je neselektivna za ione in manjše nevtralne molekule, kar lahko vodi v citolizo 
(koloidno-osmotski tip citolize). PlyB in njemu podobni proteini imajo posebno C-
terminalno regijo, ki se precej razlikuje od ostalih proteinov iz družine proteinov 
MACPF/CDC. Največja razlika je v številu cisteinskih ostankov na tem delu. PlyB in njemu 
podobni proteini jih imajo 1 ali 2, medtem ko jih imajo ostali proteini iz iste družine tudi od 
5 do 8 (Ota in sod., 2014). PlyB je precej nestabilen v raztopini in je nagnjen k cepitvi 
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notranje peptidne vezi. Zanimivo pa je dejstvo, da tudi cepitev peptidne vezi znotraj proteina 
ne vpliva na njegovo hemolitično aktivnost (Tomita in sod., 2004; Ota in sod., 2013). Isto 
velja za EryB (Shibata in sod., 2010).  
 
Lukoyanova in sodelavci so leta 2015 s kombinacijo X-žarkovne difrakcije proteinskih 
kristalov in krioelektronske mikroskopije natančno določili strukturo transmembranske 
pore, ki jo tvori pleurotolizin iz glive P. ostreatus. Le ta je sestavljen iz dveh komponent, 
egerolizina PlyA in proteina z domeno MACPF PlyB (Slika 3). Skupaj tvorita majhne 
transmembranske pore, ki v premeru merijo 80 Å in 100 Å v višino. Nahajajo se v obliki 13-
mernih rozetam podobnim kompleksov. PlyA se veže na membrano, vendar sam po sebi ni 
zmožen tvoriti pore. Predhodno je bilo znano, da strukturno podobni aktinoporini iz morskih 
vetrnic tvorijo pore tako, da se na membrano vežejo z enim koncem β-sendviča, N-terminalni 
konec pa ima končno vlogo pri nastanku pore. PlyA sicer ima strukturo β-sendviča, ki je 
podobna aktinoporinom, a N-terminalne transmembranske regije nima, torej se na 
membrano  lahko veže, a pore ne more tvoriti (Tomita in sod., 2004; Bakrač in Anderluh, 
2010). PlyA tvori dimere. Za dimerizacijo naj bi bil najbolj odgovoren triptofan na mestu 6. 
Na 26 molekulah PlyA je 13 molekul PlyB, ki tvorijo transmembransko poro v obliki β-
sodčka (Lukoyanova in sod., 2015). Zaradi teh por pride do povečanja v transmembranski 
električni prevodnosti in do povečanja permeabilnosti (Schlumberger in sod., 2014). Prav 
tako naj bi kompleks OlyA/PlyB vplival na povečanje znotrajcelične koncentracije kalcija, 
kar vodi do porušenja homeostaze kalcijevih ionov (Vrecl in sod., 2015). Tako OlyA6/PlyB 
kot PlyA/PlyB tvorijo oligomerne strukture, ki so odporne tudi na detergent natrijevdodecil 
sulfat (Ota in sod., 2013).  
PlyB ima domeno MACPF na svojem N-terminalnem koncu, ki ji sledi še peta β-ploskev 
(del THM2). PlyB se s PlyA poveže preko C-terminalne regije tako, da se usede v dimer 
PlyA, ki je v obliki črke V. C-terminalno regijo z ostalim delom proteina povezuje α-
vijačnica. Domena MACPF proteina PlyB je tipična za to proteinsko družino – ima centralno 
Slika 3. Mehanizem tvorbe por dvokomponentnega pleurotolizina (Lukoyanova in sod., 2015). A – topna monomera, B 
in C – zgodnja in pozna predpora, ki nastaneta zaradi upogibanja TMH regij (rumeno) in domene MACPF (rdeče), D – 
vstavljanje v membrano in nastanek transmembranske pore. 
 
 
Slika 7. Mehanizem tvorbe por dvokomponentnega pleurotolizina (Lukoyanova in sod., 2015). A – topna monomera, B 
in C – zgodnja in pozna predpora, ki nastaneta zaradi upogibanja TMH regij (rumeno) in dome e MACPF (rdeče), D – 
vstavljanje v membrano in nastanek transmembranske pore. 
 
 
Slika 8. Mehanizem tvorbe por dvokomponentnega pleurotolizina (Lukoyanova in sod., 2015). A – topna monomera, B 
in C – zgodnja in pozna predpora, ki nastaneta zaradi upogibanja TMH regij (rumeno) in domene MACPF (rdeče), D – 
vstavljanje v membrano in nastanek transmembranske pore. 
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upognjeno in zvito štiridelno β-ploskev. Regija TMH1 se nahaja v notranjosti proteina, ob 
konkavni upognitvi centralne β-ploskve. TMH2 regija je sestavljena iz ene večje α-vijačnice 
in dodatne β-ploskve, najdemo pa jo na robu centralne β-ploskve. Sprožilec za 
konformacijske spremembe je dislokacija regije HTH, ki se nahaja na vrhu regije TMH2. Ta 
premik omogočajo glicinski ostanki, ki se nahajajo sosedno od motiva HTH. Regija TMH2 
ima najverjetneje ključno vlogo pri odpiranju pore, saj se z njenim upogibanjem oz. 
ravnanjem upogiba tudi ploskev MACPF, kar sproži tvorbo pore. Domena MACPF se od 
začetne pozicije upogne za 70°. Mehanizem je podoben mehanizmu zadrge, ko se nastajajoči 
β-sodček vse bolj približuje površini membrane. Gonilna sila razvijanja pore je upogibanje 
oz. raztezanje regij TMH. Na takšen način pride tudi do varčevanja z energijo. Podobno kot 
pri perforinu, tudi v tem primeru regije TMH tvorijo dolg beta-sodček. PlyB ima to 
posebnost, da predre membrano brez kolapsa same molekule, saj ima dovolj dolge regije 
THM (okrog 45 aminokislinskih ostankov). Pri nastanku pore pride do konformacijskih 
sprememb, ki so omejene le na domeno MACPF, kar se razlikuje od prej znanih 
mehanizmov te proteinske družine (Lukoyanova in sod., 2015, Reboul in sod., 2015).  
 
2.3.3 Vloga in uporabnost citolitičnih kompleksov egerolizinov in PlyB  
 
Vloga egerolizinov je verjetno odvisna od posameznega organizma, ena od možnih vlog pa 
je tudi nadzorovanje aktivnosti PlyB in njemu podobnih proteinov. PlyB v raztopini tvori 
oligomere neodvisno od prisotnosti OlyA6. Za razliko od specifične afinitete OlyA6 do SM, 
PlyB te specifike nima. Ob prisotnosti liposomov s sestavo SM/Hol (1:1), se tvorba 
oligomerov PlyB še poveča. Z elektronsko mikroskopijo so te oligomere tudi opazili, in sicer 
kot okrogle in največkrat 13-delne rozetam podobne strukture na površini liposomov. Te 
strukture so zelo podobne dejanski pori, ki jo tvori kombinacija OlyA6 in PlyB. OlyA6 in 
PlyB ne interagirata v raztopini, temveč le ob vezavi na lipide (Ota in sod., 2013). 
 
Egerolizini iz roda Pleurotus so lahko zaradi transmembranskih litičnih kompleksov, ki jih 
tvorijo skupaj s proteini z domeno MACPF, uporabni kot biopesticidi. Panevska in sodelavci 
(2019a) so v svojih poskusih dokazali, da je za vezavo in tvorbo por v umetnih lipidnih 
membranah zadostna že nizka koncentracija CPE (CPE : POPC : Hol; 5 : 47,5 : 47,5; mol : 
mol : mol). Takšno sestavo lipidov namreč lahko zasledimo v črevesju nekaterih insektov 
(Guan in sod., 2013). OlyA6 in PlyA2 sta si podobna ne le v aminokislinskem zaporedju, 
pač pa tudi po sami vezavi na lipide. Na prej omenjene umetne membrane se vežeta enako 
močno in z enako kinetiko. EryA se na takšne liposome sicer veže, a hitro disociira 
(Panevska in sod., 2019a). Prav tako so v poskusih uspešno zaznali vezavo egerolizinov na 
liposome, pripravljene iz lipidov, ki so jih izolirali iz črevesja ličink koruznega (Diabrotica 
virgifera virgifera) in koloradskega hrošča (Leptinotarsa decemLineata). Kombinacija 
omenjenih egerolizinov in PlyB tudi na takšnih membranah vodi v tvorbo transmembranskih 
por. Ličinke teh dveh vrst insektov so po hranjenju s hrano, ki so ji dodali zmes egerolizinov 
in PlyB, dehidrirale in stradale, na koncu pa tudi poginile. Do tega je najverjetneje prišlo 
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zaradi porotvorne aktivnosti preučevanih proteinov in poškodbe črevesa žuželk. Ravno zato 
imajo egerolizini v kombinaciji z proteinskimi partnerji, ki vsebujejo domeno MACPF velik 
potencial kot biopesticidi. Ker se specifično vežejo na lipide oz. kombinacijo le teh v 
črevesju insektov in ne na točno določen proteinski receptor v membrani, tudi ni bojazni, da 
bi ličinke prehitro razvile rezistenco na takšen biopesticid. Prav tako pa ti poskusi nakazujejo 
na najverjetnejšo biološko vlogo teh proteinov, tj. lastno zaščito gob pred zajedavci – 
ličinkami žuželk (Panevska in sod., 2019a).  
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Agar Sigma, ZDA 
Akrilamid SureCast 40 % (w/v) Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, 
ZDA 
Amonijev persulfat (APS) BIO-RAD Laboratories, ZDA 
Ampicilin natrijeva sol Sigma, ZDA 
Barvilo Simply BlueTM Safestain Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Benzamidin Sigma, ZDA 
Dikalijev fosfat (K2HPO4) Merck, Nemčija 
Etilendiamintetraocetna kislina (EDTA) Ambion, ZDA 
Etanol (EtOH) Carlo Erba Reagents, Italija 
Gvanidinijev hidroklorid (Gdn-HCl) Sigma, ZDA 
Glicerol Carlo Erba Reagents, Italija 
Goveji serumski albumin (BSA) Sigma, ZDA 
HIS-Select ® Nickel Affinity Gel Sigma, ZDA 
Imidazol Sigma, ZDA 
Izopropil- β -D-tiogalaktopiranozid (IPTG) Sigma, ZDA 
Kalijev dihidrogen fosfat (KH2PO4) Merck, Nemčija 
Kalcein Sigma, ZDA 
Kloramfenikol Merck, Nemčija 
Klorovodikova kislina (HCl) Merck, Nemčija 
Kvasni ekstrakt (BactoTM Yeast Extract) BD, ZDA 
Luria-Bertanijevo (LB) gojišče v prahu Sigma, ZDA 
Nanašalni pufer NuPAGE® LDS Sample 
Buffer (4x) 
Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Natrijev klorid (NaCl) Merck, Nemčija 
Natrijev hidrogenfosfat (NaH2PO4) Merck, Nemčija 
Natrijev hidroksid (NaOH) Merck, Nemčija 
Natrijev dodecil sulfat (NaDS) Sigma, ZDA 
Page Ruler Prestained Protein Ladder Thermo Fisher Scientific, ZDA 
 se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 1. Seznam kemikalij   
RNAza – ribonukleaza A Merck, ZDA 
Sephadex G-50 Sigma, ZDA 
Tetrametiletilendiamin (TEMED) Sigma, ZDA 
Tripton (BactoTM Tryptone) BD, ZDA 
Tris Merck, Nemčija 
Tris-HCl Sigma, ZDA 
Triton X-100 Sigma, ZDA 
Urea Sigma, ZDA 




Preglednica 2. Seznam encimov 
Encim Proizvajalec 
Benzonaza (DNaza) Sigma, ZDA 
Lizocim Merck, Nemčija 
RNAza Sigma, ZDA 
 
3.1.3 Pufri in raztopine 
 
Preglednica 3. Seznam pufrov in raztopin 
Pufer/raztopina Sestavine 
Fiziološka raztopina 0,9 % NaCl v dH2O 
Pufer za lizo 50 mM NaH2PO4 x 2H2O 
300 mM NaCl 
10 mM imidazol 
pH 8 
Pufer za spiranje inkluzijskih teles I 20 mM Tris-HCl 
pH 8 
Pufer za spiranje inkluzijskih teles II 20 mM Tris-HCl 
2 M Urea 
0,5 M NaCl 
2 % Triton X-100 
pH 8 
Pufer za spiranje inkluzijskih teles III 
 
20 mM Tris-HCl 
0,5 M NaCl 
2 % Triton X-100 
pH 8 
 se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 3. Seznam pufrov in raztopin  
Pufer za raztapljanje inkluzijskih teles 20 mM Tris-HCl 
0,5 M NaCl 
6 M Gdn-HCl 
5 mM imidazol 
5 mM β-Merkaptoetanol 
pH 8 
Pufer za zvijanje proteina 20 Mm Tris-HCl 
0,5 mM NaCl 
5 mM imidazol 
5 mM β-Merkaptoetanol 
pH 8 
Pufer za spiranje 50 mM NaH2PO4 x 2H2O 
300 mM NaCl 
25 mM imidazol 
pH 8 
Pufer za elucijo 50 mM NaH2PO4 x 2H2O 
300 mM NaCl 
300 mM imidazol 
pH 8 
Dializni pufer 20 mM Tris-HCl 
140 mM NaCl 
2 % Glicerol 
pH 8 
Eritrocitni pufer 130 mM NaCl 
20 mM Tris 
pH 7,4 
Pufri za merjenje triptofanskega spektra 20 mM Tris-HCl, 140 mM NaCl,  
pH 5,5 
20 mM Tris-HCl, 140 mM NaCl,  
pH 6,5 
20 mM Tris-HCl, 140 mM NaCl,  
pH 7,5 
20 mM Tris-HCl, 140 mM NaCl,  
pH 8 
20 mM Tris-HCl, 140 mM NaCl,  
pH 8,5 
20 mM Tris-HCl, 140 mM NaCl,  
pH 9,5 
 se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 3. Seznam pufrov in raztopin  
Sklopitveni gel za NaDS-PAGE 40 % akrilamid (300 μL) 
dH2O (1767 μL) 
0,5 M Tris (750 μL) 
10 % NaDS (30 μL) 
1,5 % APS (150 μL) 
TEMED (3 μL) 
12% ločitveni gel za NaDS-PAGE  40 % akrilamid (1,5 mL) 
dH2O (2,586 mL) 
3M Tris (625 μL) 
10 % NaDS (33,5 μL) 
1,5 % APS (250 μL) 
TEMED (5 μL) 
Pufer za lipidne vezikle 20 mM Tris-HCl 
140 mM NaCl 
2 % Glicerol 





Preglednica 4. Seznam gojišč 
Gojišče Sestavine 
Gojišče Luria Bertani (LB)  1 % (m/V) tripton (BactoTM Tryptone)  
0.5 % (m/V) kvasni ekstrakt (BactoTM 
Yeast Extract) 
1 % (m/V) NaCl  
Bogato gojišče (TB) 1.2 % (m/V) tripton (BactoTM 
Tryptone)  
2.4 % (m/V) kvasni ekstrakt (BactoTM 
Yeast Extract) 
0.4 % (V/V) glicerol  
2,13 % KH2PO4 
12,54 % K2HPO4 
 
Za trda gojišča pred avtoklaviranjem dodamo še agar v končnem razmerju 1,5 % (m/V). 
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3.1.5 Bakterijski sevi 
 
Preglednica 5. Seznam bakterijskih sevov 
Bakterijski sev Genotip 
E. coli, BL21(DE3) ompT gal dcm lon hsdSB(rB–mB–) 
λ(DE3 [lacI lacUV5-T7p07 ind1 sam7 











Preglednica 7. Seznam proteinov 
Proteini  
EryA Pripravila A. Panevska (po postopku Ota in sod., 
2013) 
EryB Izoliran v procesu te magistrske naloge  
OlyA6 Pripravila A. Panevska (po postopku Ota in sod., 
2013) 
PlyA2 Pripravila A. Panevska (po postopku Ota in sod., 
2013) 





Preglednica 8. Seznam lipidov 
Lipidi Proizvajalec 
CPE – ceramid fosfoetanolamin Matreya LCC, ZDA 
Hol – holesterol Avanti Polar Lipids, ZDA 
POPC – 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilholin  Avanti Polar Lipids, ZDA 
 
3.1.9 Lipidni vezikli 
 
Preglednica 9. Seznam lipidnih veziklov 
Sestava Molsko razmerje 
CPE : POPC : Hol 5 : 47,5 : 47,5 
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3.1.10 Laboratorijska oprema 
 
Preglednica 10. Seznam laboratorijske opreme 
Oprema Proizvajalec 
Avtoklav Kambič, Slovenija 
Analitska tehtnica  Sartorius, Nemčija 
Aparatura za dokumentiranje gelov (G:BOX) SYNGENE, Anglija 
Centrifuga CENTRIC 322A Tehtnica, Slovenija 
Centrifuga Sigma 3-30 KS Sigma Centrifuge, Nemčija 
Centrifuga Sorvall LYNX 6000 Thermo Scientific, ZDA 
Čitalec mikrotitrnih plošč  DYNEX, ZDA 
Fluorescenčni čitalec mikrotitrnih plošč Tecan, Švica 
Digestorij Variolab Waldner, Nemčija 
Elektroforezna aparatura Mini-Protean II Bio-Rad, ZDA 
Električni kuhalnik za vodno kopel Korona Electric, Nemčija 
Ekstruder Avanti Mini Extruder Avanti Polar Lipids, Inc, ZDA 
Hladilnik 4 °C Gorenje, Slovenija 
Laminarij Iskra, Slovenija 
Magnetno mešalo IKA, Nemčija 
Mikrovalovna pečica SHARP, Japonska 
pH-meter Mettler Toledo, Nemčija 
Refraktometer Biacore X GE Healthcare, Švedska 
Sonikator Sonics Vibra-cell VCX 750 Sonics and Materials, ZDA 
Spektrofluorometer FP-750 Jasco, Japonska 
Termostatiran stresalnik Thermo Shaker TS-100  GmbH, Nemčija 
Vibracijski stresalnik Vibromix 1114 EV Tehtnica, Slovenija 
Zamrzovalnik -20 °C Gorenje, Slovenija 
Zamrzovalnik -80 °C Ultra Low Sanyo, Japonska 
 
3.1.11 Drobna laboratorijska oprema  
 
Preglednica 11. Seznam drobne laboratorijske opreme 
Oprema Proizvajalec 
Biacore senzor čip L1 GE Healthcare, ZDA 
Celulozno acetatni filtri 0,22 μm Sartorius, Nemčija 
Dializna membrana Spectra/Por size 12.000-14.000 Spectrum Labs, Nemčija 
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3.2.1 Izolacija rekombinantnega proteina EryB 
 
3.2.1.1 Plazmid pET-19b 
 
Nukleotidni zapis za EryB smo naročili kot insert, vstavljen v plazmidni vektor pET-19b pri 
podjetju GenScript iz ZDA. Ta plazmid smo izbrali zato, ker vsebuje promotor T7, ki 
omogoča izražanje gena ob dodatku induktorja IPTG v gojišče, in C-terminalni 
polihistidinski repek, zaradi katerega lahko izoliramo rekombinantni protein z uporabo 
nikelj-afinitetne kromatografije. Plazmid ima tudi selekcijski marker za rezistenco proti 
ampicilinu (Slika 4). 
3.2.1.2 Transformacija plazmida pET-19b v kompetentne celice E. coli BL21(DE3)  
 
Kompetentne celice E. coli BL21(DE3) so bile že predhodno pripravljene na Katedri za 
biokemijo. Kompetentne celice (shranjene na -80 °C) in plazmidni vektor (shranjen na -20 
°C) smo odtalili na ledu. Kompetentnim bakterijskim celicam smo v digestoriju ob ognju 
dodali 1 μL plazmidne DNA. Mikrocentrifugirko s kompetentnimi celicami in dodanim 
plazmidom smo najprej inkubirali 10 min na ledu, potem pa še 90 s v vodni kopeli pri 42 
°C. S tem smo izvedli temperaturni šok. Zatem smo transformirane celice inkubirali na ledu 
2 min. Ob ognju smo jim dodali 600 μL sterilnega tekočega gojišča LB. Transformirane 
celice smo nato 60 min inkubirali s stresanjem (180 obr./min) na 37 °C. Po končani 
inkubaciji smo 200 μL transformiranih celic razmazali na plošče s selekcijskim gojiščem LB 
Amp (končna koncentracija Amp v gojišču 100 μg/mL) ter jih čez noč inkubirali na 37 °C. 
Slika 4. Plazmidni vektor pET-19b, ki smo ga vstavili v E. coli. 
 
Slika 10. Plazmidni vektor pET-19b, ki smo ga vstavili v E. coli. 
 
Slika 11. Plazmidni vektor pET-19b, ki smo ga vstavili v E. coli. 
 
Slika 12. Plazmidni vektor pET-19b, ki smo ga vstavili v E. coli. 
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3.2.1.3 Izražanje rekombinantnega proteina EryB  
 
Pripravili smo epruvete z 10 mL LB tekočega gojišča tako, da smo 2,5 g LB v prahu dodali 
destilirano vodo do 10 mL, nato pa smo avtoklavirali. Antibiotik smo v gojišča dodali po 
avtoklaviranju. V vsako tekoče gojišče LB smo s sterilno cepilno zanko nacepili po eno 
kolonijo transformiranih celic, ki so preko noči zrasle na ploščah. Tekoča gojišča z 
bakterijskimi celicami smo inkubirali preko noči na 37 °C in stresanju 180 obr./min. 
Za gojenje celic za pridobivanje proteina EryB smo pripravili 6 TB tekočih gojišč, saj smo 
najprej želeli preveriti v kakšnih pogojih se protein najbolje izraža (3 različne koncentracije 
induktorja IPTG in dve različni temperaturi). V erlenmajericah z volumnom 2 L smo 
pripravili 500 mL bogatega gojišča TB (Preglednica 4) in avtoklavirali. Tudi tem gojiščem 
smo pred dodatkom bakterijske kulture dodali antibiotik. V erlenmajerico s 500 mL TB Amp 
gojišča smo dodali 10 mL prekonočne kulture in inkubirali pri 37 °C in stresanjem pri 180 
obr./min. Tekom gojenja bakterij smo spremljali optično gostoto pri 600 nm (OD600). Ko je 
optična gostota bakterij dosegla 0,6-0,8, smo sintezo proteina sprožili z induktorjem IPTG v 
3 različnih koncentracijah, in sicer v dve erlenmajerici smo dodali IPTG v končni 
koncentraciji 0,1 mM, v drugi dve erlenmajerici 0,5 mM in v preostali dve IPTG s končno 
koncentracijo 1 mM. Tri kulture (z različnimi koncentracijami IPTG) smo nato 3 ure 
inkubirali pri 37 °C s stresanjem 180 obr./min., ostale tri pa smo stresali preko noči na 20 
°C s stresanjem 180 obr./min.  
Celice smo po končanih inkubacijah centrifugirali 10 min pri 4 °C in 6000 x g. Po končanem 
centrifugiranju smo supernatant (gojišče) odlili, usedlino pa resuspendirali v fiziološki 
raztopini s steklenimi kroglicami. Resuspendirano usedlino smo znova centrifugirali 10 min 
pri 4 °C in 6000 x g ter po centrifugiranju odlili supernatant. Biomaso celic smo stehtali in 
jih shranili pri -20 °C. 
3.2.1.4 Homogenizacija bakterijskih celic  
 
Bakterijske celice, ki so bile shranjene na -20 °C, smo odtalili na ledu. Nato smo dodali 2 
mL pufra za lizo/1g biomase, 0,5 mg lizocima/mL pufra za lizo, 5 U/mL benzonaze, 20 
μg/mL RNaze A, AEBSF s končno koncentracijo 0,5 mM, benzamidin s končno 
koncentracijo 1 mM in β-merkaptoetanol s končno koncentracijo 20 mM; in celice 
resuspendirali v tej mešanici. Homogenizacijsko mešanico smo nato inkubirali 15 min pri 4 
°C in rahlo stresali. Celice smo razbili z 10 min soniciranjem pri amplitudi 40 %, interval pa 
smo nastavili na 1-sekundni pulz in 2-sekundno pavzo. Sonicirali smo na ledu, da se 
suspenzija ne bi segrela in bi se protein posledično oboril. Bakterijski lizat smo zatem 
centrifugirali 30 min pri 4 °C in 26000 x g. Da bi ugotovili, kje se protein EryB nahaja, smo 
tako usedlino kot tudi supernatant shranili na -20 °C. 
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3.2.1.5 Spiranje inkluzijskih teles 
 
EryB in PlyB sta si zelo podobna proteina, zato smo predvidevali, da se EryB, tako kot 
njegov homolog PlyB, nahaja v inkluzijskih telesih. Sediment smo odtalili na ledu. Najprej 
smo dodali 3 mL 20 mM pufra Tris-HCl na 1 g celic in dobro resuspendirali. Nato smo 
inkluzijska telesa, resuspendirana v pufru, sonicirali na ledu. Sonicirali smo z 40 % 
amplitudo in z intervalom 20 s impulz, 40 s pavza. Soniciranje je trajalo 3 min, po potrebi 
pa tudi več (dokler zmes ni bila homogena oz. dokler ni spremenila barve). Homogeniziran 
vzorec smo nato 20 min centrifugirali na 4 °C pri 17000 x g. Supernatant smo zavrgli. 
Sediment smo dobro resuspendirali s 5 mL pufra za denaturacijo (20 mM Tris-HCl, 2 M 
Urea, 0,5 M NaCl, 2 % Triton X-100) na 1 g celic. Znova smo sonicirali 3 min z 40 % 
amplitudo, z intervalom 20 s impulz, 40 s pavza. Homogeniziran vzorec v novem pufru smo 
centrifugirali 30 min na 4 °C pri 17000 x g. Supernatant smo zavrgli. Nato smo usedlino 
dobro resuspendirali še v zadnjem pufru (20 mM Tris-HCl, 0,5 M NaCl, 2 % Triton X-100), 
in sicer smo dodali 5 mL tega pufra na 1 g celic, in centrifugirali 30 min na 4 °C pri 17000 
x g. Supernatant smo zavrgli, sediment oz. inkluzijska telesa pa shranili na -20 °C.  
3.2.1.6 Raztapljanje inkluzijskih teles 
 
Sediment spranih inkluzijskih teles smo odtalili na ledu. Nato smo jim dodali 3 mL pufra za 
raztapljanje (20 mM Tris-HCl, 0,5 M NaCl, 6 M Gdn-HCl, 5 mM imidazol, 5 mM β-
merkaptoetanol) na 1 g celic in mešanico prenesli v čašo. Inkluzijska telesa smo raztapljali 
z mešanjem na magnetnem mešalu v hladni sobi (4 °C) čez noč.  
3.2.1.7 Zvijanje oz. renaturacija rekombinantnega proteina EryB   
 
Raztopljena inkluzijska telesa smo najprej centrifugirali 30 min na 4 °C pri 17000 x g in s 
tem odstranili slabo raztopljene delce. Sediment smo zavrgli. V veliki čaši smo pripravili 
pufer za zvijanje proteina (20 mM Tris-HCl, 0,5 mM NaCl, 5 mM imidazol, 5 mM β-
merkaptoetanol), in sicer je bil volumen le tega 100-kratni volumen raztopljenih inkluzijskih 
teles. Pufer smo ohranjali hladen na ledu in ga močno mešali na magnetnem mešalu, 
raztopljena inkluzijska telesa pa smo vanj s stekleno kapalko dodajali po kapljicah (približno 
1 kapljico na min). Netopne delce (oborjen protein) smo odstranili s 30 min centrifugiranjem 
na 4 °C pri 24600 x g, . Sediment smo zavrgli, supernatant pa uporabili pri končni izolaciji 
proteina. 
3.2.1.8 Izolacija rekombinantnega proteina EryB z nikelj-afinitetno kromatografijo in 
dializa 
 
Rekombinantni EryB smo izolirali iz supernatanta, ki smo ga dobili pri prejšnjem koraku. 
To metodo smo izbrali zato, ker ima C-terminalni del proteina histidinski repek, zgrajen iz 
šestih histidinov, ki se afinitetno veže na imobilizirane nikljeve katione (Ni2+), vezane na 
nitrilotriocetno kislino (NTA). Kot nosilec nikljevih ionov smo uporabili Ni-NTA agarozo.  
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Najprej smo na stojalo vpeli kolono, ki smo jo dobro sprali v naslednjem vrstnem redu: 1M 
NaOH, destilirana voda, 1M HCl, destilirana voda, 70 % etanol, destilirana voda. Nato smo 
v očiščeno kolono odpipetirali 1 mL agaroze Ni-NTA in jo sprali z dvakratnim volumnom 
pufra za lizo. Vzorec s proteinom in agarozo Ni-NTA smo skupaj inkubirali 1 h na 4 °C z 
rahlim stresanjem. Vse nadaljnje korake smo izvedli z ohlajenimi pufri z namenom, da bi 
ohranili konformacijo in stabilnost proteina. Po inkubaciji smo vzorec nanesli na kolono. 
Sledilo je spiranje kolone z 10 mL pufra za lizo in nato še s 5 mL pufra za spiranje. Vse 
posamezne eluate smo zbirali v ločenih čašah in shranili 1 mL le teh za NaDS-PAGE. Na 
koncu smo kolono počasi sprali še z 2 mL pufra za elucijo, ki vsebuje visoko koncentracijo 
imidazola. Ta eluat smo zbrali v 2 mL plastično mikrocentrifugirko.  
Dializno membrano smo najprej namočili v destilirano vodo. Pripravili smo 3 L dializnega 
pufra (20 mM Tris, 140 mM NaCl, 2 % glicerol). V dializno membrano (velikost por 12000-
14000 kDa), katero smo predhodno dobro zatisnili, smo odpipetirali zadnjo frakcijo izolacije 
in jo preko noči inkubirali v dializnem pufru v hladni sobi (4 °C), pri tem pa smo pufer rahlo 
mešali na magnetnem mešalu. Naslednji dan smo vzorec iz dializne membrane še 15 min 
centrifugirali na 4 °C pri 13000 x g, da smo odstranili morebiten oborjen protein. Izoliran 
protein smo nato shranili pri -20 °C za nadaljnje poskuse.  
3.2.1.9 Določanje koncentracije proteina EryB  
 
Za merjenje koncentracije proteina EryB smo uporabili test BCA, saj smo predvidevali, da 
smo izolirali nizko količino proteina, ki bi jo spektrofotometrično v UV območju težje 
pravilno določili, s testom BCA pa lahko določimo tudi nižje koncentracije proteina (od 0,5 
μg/mL do 1,5 mg/mL). Metoda temelji na dveh kemičnih reakcijah. V prvi reakciji zaradi 
redukcije, ki jo povzročijo peptidne vezi v proteinu, nastanejo bakrovi ioni (Cu2+). Ta 
reakcija je temperaturno odvisna, zato med testom vzorce inkubiramo v topli sobi (na 37 
°C). Druga reakcija pa poteče med bicinkonično kislino in Cu+ ioni, nastane vijoličen 
kompleks, ki absorbira svetlobo pri valovni dolžini 550 nm. To absorbanco lahko izmerimo 
s spektrofotometrom v vidnem območju. Za standarde smo uporabili BSA (goveji serumski 
albumin). Absorbanca standardov se uporabi kot umeritvena krivulja.  
Za izračun koncentracije izoliranega proteina smo uporabili enačbo: 
𝑦 = 𝑘𝑥 + 𝑛, 
pri čemer je y absorbanca našega vzorca, x pa koncentracija. 
Uporabili smo komplet PIERCETM BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific), ki vsebuje 
dva reagenta. Reagent A je sestavljen iz bicinkonične kisline, natrijevega karbonata, 
natrijevega bikarbonata, natrijevega tartrata in NaOH; reagent B pa je 4 % raztopina 
bakrovega sulfata pentahidrata. V prozorno mikrotitrsko ploščo smo odpipetirali 10 µl vsake 
koncentracije standarda in 10 µl našega vzorca. V manjšo čašo smo dodali 2 mL reagenta A 
in 40 µl reagenta B in dobro premešali. 190 µl te mešanice smo dodali k vzorcem na 
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mikrotitrski plošči in inkubirali 30 min na 37 °C. Po inkubaciji smo izmerili absorbanco na 
čitalcu mikrotitrnih plošč (Dynex) in podatke vnesli v Excel. 
3.2.2 Biokemijska karakterizacija rekombinantnega proteina EryB 
 
3.2.2.1 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti NaDS (NaDS-PAGE) 
 
NaDS-PAGE je metoda, pri kateri zaznamo oz. ločimo izolirane proteine. Proteini zaradi 
nastanka električnega polja potujejo skozi pore v poliakrilamidnem gelu proti anodi v skladu 
z njihovo molekulsko maso (manjši proteini potujejo hitreje). Natrijev dodecil sulfat (NaDS) 
je anionski detergent, ki se veže na proteine, ki tako postanejo negativno nabiti. Zaradi tega 
imajo vsi proteini enak naboj in po gelu različno hitro potujejo le zaradi različnih 
molekulskih mas.  
S to metodo smo sledili izražanju proteina EryB in določili njegovo čistost. Za analizo smo 
najprej pripravili 1 mm debel poliakrilamidni gel z 12 % zamreženostjo. Na stojalo smo 
vpeli dve stekelci. Nato smo v manjši časi zmešali sestavine za ločevalni gel (Preglednica 
3) in ga vlili med stekelca približno 2 cm pod zgornji rob. Da bi gel poravnali, smo nanj 
previdno odpipetirali izopropanol. Gel se je strdil po 30 min, takrat smo temeljito odstranili 
izopropanol (popivnali s čisto papirnato brisačko). V drugi čaši smo zmešali še sestavine za 
nanašalni gel (Preglednica 3) in to mešanico vlili na ločevalni gel do vrha, med stekelca pa 
smo vstavili še glavniček z desetimi jamicami. Tudi ta gel se je po 30 min strdil. Odstranili 
smo glavniček in stekelca z gelom odpeli iz stojala. Gel je bil tako pripravljen za takojšno 
uporabo, ali pa smo ga shranili v hladilnik (4 °C) za uporabo v naslednjih dneh.  
Vzorcem s proteinom smo dodali 4-kratni nanašalni pufer (NuPAGE® LDS Sample Buffer) 
in jih kuhali 15 min. Nato smo vzorce centrifugirali 10 s v namizni centrifugi in jih nanesli 
na gel. Na gel smo nanesli tudi molekulski standard Page Ruler Prestained Protein Ladder. 
Elektroforezo v elektroforeznem pufru smo izvedli pri napetosti 200 V, trajala je približno 
45 min. Po končani metodi smo gel najprej trikrat sprali z destilirano vodo, nato pa ga 
obarvali z barvilom SimplyBlueTM SafeStain. Po 45 min barvanju smo gel znova spirali z 
destilirano vodo. Po razbarvanju smo gel poslikali na beli podlagi v napravi G:BOX. 
3.2.2.2 Merjenje triptofanskega spektra 
 
To metodo smo uporabili za analizo konformacijskih sprememb proteina pri različnih 
temperaturah in vrednostih pH. Na lastno fluorescenco proteinov močno vplivajo aromatske 
aminokisline fenilalanin, tirozin in triptofan. Slednja je najbolj občutljiva na okolico 
proteina. Iz sprememb emisijskega spektra lahko razberemo spremembo v konformacijski 
sestavi proteina. Triptofansko fluorescenco vzbujamo pri valovni dolžini 295-305 nm, da se 
na ta način izognemo vzbujanju fluorescence tirozina. 
Meritve triptofanskega spektra smo izvajali pri temperaturah 25 °C, 35 °C, 45 °C, 55 °C, 65 
°C, 75 °C, 85 °C in 95 °C; in v pufrih z vrednostjo pH 5,5, 6,5, 7,5, 8,5 in 9,5. Pri merjenju 
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triptofanskih spektrov proteina v pufrih z različnimi vrednostmi pH smo nastavili T na 25 
°C. Meritve smo izvedli s pomočjo spektrofluorometra v kvarčni kiveti z dolžino poti 1 cm. 
Vzorec smo neprestano mešali na magnetnem mešalu, vgrajenem v spektrofluorimetru. 
Volumen vzorca je bil 1 mL, končna koncentracija proteina v vzorcu pa je bila 10 μg/mL. 
Triptofansko fluorescenco smo vzbudili pri valovni dolžini 295 nm (s tem smo se izognili 
fluorescenci tirozinskih ostankov) in spremljali emisijo med 300 in 600 nm. Hitrost 
skeniranja smo nastavili na 250 nm/min, širini rež za ekscitacijo in emisijo pa sta bili 5 nm. 
Od vsakega spektra smo odšteli slepi poskus (pufer brez proteina). Zbrane podatke smo 
uredili v programu Origin.  
3.2.3 Interakcija lipidnih veziklov z egerolizini in njihovimi proteinskimi partnerji z 
domeno MACPF 
   
3.2.3.1 Priprava multilaminarnih veziklov (MLV) 
 
Za preverjanje interakcij proteinov z lipidi smo pripravili velike unilaminarne vezikle (ang. 
large unilamellar vesicles; LUV). Le ti so imeli sestavo CPE : POPC : Hol v molarnem 
razmerju 5 : 47,5 : 47,5. Najprej smo morali pripraviti multilaminarne vezikle (MLV) s 
končno koncentracijo 5 mg/mL. Lipide, ki so bili shranjeni na – 80 °C, smo za nekaj časa 
pustili na sobni T in jih nato zatehtali v posamezne viale. Vsak lipid smo raztopili v 0,5 mL 
kloroforma. V novo vialo, v katero smo predhodno odpipetirali 0,5 mL pufra za vezikle, smo 
dodali majhen magnet in vse skupaj stehtali ter si to maso zapisali. V vialo s pufrom smo 
odpipetirali ustrezno količino posameznega lipida. Mešanico v viali smo prepihovali z 
dušikom, ob segrevanju v vodni kopeli (50-60 °C) in stalnem mešanju, dokler ni celotna 
tekočina izhlapela. V vialo smo nato dodali ustrezno količino vode MQ (glede na maso, ki 
smo si jo zapisali pred dodajanjem lipidov) in dobro resuspendirali. Pridobljene vezikle 
MLV smo prepihali z dušikom, zatesnili s parafilmom in shranili na 4 °C do uporabe.  
3.2.3.2 Priprava velikih unilaminarnih veziklov (LUV) 
 
Velike unilaminarne vezikle smo pripravili iz multilaminarnih (opisano v poglavju 3.2.3.1). 
MLV smo redčili v pufru za vezikle v razmerju 1:10. Za ekstruzijo smo uporabili napravo 
Avanti Mini Extruder. Polikarbonatno membrano (velikost por 100 nm) in dva filtra smo 
najprej namočili v pufer za vezikle. Siringo smo počasi napolnili z 1 mL redčenih MLV. 
Kovinski blok kompleta smo na plošči magnetnega mešala segreli do 60 °C. V ekstruder 
smo ustrezno namestili filtra in polikarbonatno membrano. Ekstruder smo nato vpeli v segret 
kovinski blok, skozi majhni luknjici na vsaki strani pa smo potisnili siringi. Siringo, 
napolnjeno z redčenimi MLV, smo počasi izpraznili skozi ekstrudor v prazno siringo na 
drugi strani, iz nje pa potisnili tekočino spet nazaj v prvo siringo. To smo naredili 31-krat. 
Po končani ekstruziji smo nastale LUV-e shranili v mikrocentrifugirko in jih do uporabe 
hranili na sobni temperaturi.  
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3.2.3.3 Površinska plazmonska resonanca (SPR) 
 
Površinska plazmonska resonanca (ang. surface plasmon resonance; SPR) je metoda, ki je 
v zadnjih 30 letih postala ključna pri raziskovanju interakcij med molekulami v realnem 
času. SPR omogoča spremljanje vezave ene molekule (liganda) na podlago (čip) in vezavo 
druge molekule (analita) na prvo. Poleg afinitete in specifičnosti vezave, lahko s to metodo 
spremljamo tudi samo kinetiko vezave. Naprava zazna spremembe v optičnih lastnostih 
površine. Sestavljena je iz mikrotekočinskega sistema, senzorskega čipa (podlaga) in 
detektorja. Čip je zgrajen tako, da omogoča fizikalne pogoje za tvorbo signala: iz steklene 
ploščice, prevlečene s tanko plastjo iz zlata in iz plasti dekstranskega matriksa. Slednji je 
lahko sestavljen iz različnih funkcionalnih skupin, ki omogočajo vezavo različnih molekul 
(lipidi, proteini, ogljikovi hidrati). Plazmonska resonanca nastane kot posledica polarizirane 
svetlobe, ki je skozi medij z visokim refraktivnim indeksom (po navadi je to prizma) 
usmerjena proti tanki plasti zlata, ki leži na meji z medijem z nizkim refraktivnim indeksom. 
Na površini čipa se ustvari plazmonska resonanca, ki je tako odvisna od vpadnega kota 
svetlobe. Ko na čip imobiliziramo ligand, pride do spremembe refraktivnega indeksa na 
površini čipa, torej spremembe kota svetlobe, kar zaznamo kot spremembo signala. 
Spremembo zaznamo tudi, ko se na ligand veže analit. Krivuljo v odvisnosti od časa nam 
izriše naprava in jo imenujemo senzorgram. Za opisovanje sprememb signala sistem 
uporablja t. i. resonančne enote (ang. response units; RU), ki jih definiramo kot spremembo 
kritičnega kota za 10-4 stopinje. Za proteine velja, da 1 RU ustreza vezavi 1 pg proteina na 1 
mm2 površine.  
Za meritve smo uporabljali biosenzor Biacore X, v katerega ročno injiciramo raztopine. 
Uporabili smo senzorski čip L1, na katerega lahko zaradi lipofilnih molekul v dekstranskem 
matriksu imobiliziramo lipide (vezikle). Kot ligand smo uporabili pripravljene liposome 
LUV (opisano v poglavjih 3.2.3.1 in 3.2.3.2), analiti pa so bili egerolizini (EryA, OlyA6, 
PlyA2), v kombinaciji s proteinskimi partnerji (EryB, PlyB) ali brez njih (Preglednica 12). 
Kot referenčno celico smo uporabili Fc1, Fc2 pa smo nastavili kot celico za meritve. Za 
spiranje lipidnih veziklov in morebitnih nečistoč s čipa smo uporabili detergenta NaDS in 
N-oktil-β-glukopiranozid ter etanol. Za prekrivanje nespecifičnih vezav smo uporabili BSA 
v končni koncentraciji 0,1 mg/mL. Pufer za vezikle smo uporabljali kot pufer za spiranje. 
Vse poskuse smo opravljali pri sobni T. Najprej smo preverili interakcijo veziklov (CPE : 
POPC : Hol v molskem razmerju 5 : 47,5 : 47,5) s posameznimi egerolizini. Nato pa smo 
preverili še interakcijo veziklov z mešanico egerolizinov in PlyB oz. EryB. Mešanice 
proteinov smo predhodno pripravili po vzgledu že uveljavljenih molarnih razmerij: 
Preglednica 12. Seznam analitov, uporabljenih pri poskusu vezave na lipidne vezikle s pomočjo SPR 
Analiti Končna koncentracija / molsko razmerje 
EryA 5 μM 
OlyA6 0,5 μM 
 se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 12. Seznam analitov, 
uporabljenih pri poskusu vezave na lipidne vezikle s 
pomočjo SPR 
 
PlyA2 0,5 μM 
EryA PlyB 5 μM : 0,4 μM / 12,5 : 1 
EryA EryB 5 μM : 0,4 μM / 12,5 : 1 
OlyA6 PlyB 0,5 μM : 0,04 μM / 12,5 : 1 
OlyA6 EryB 0,5 μM : 0,04 μM / 12,5 : 1 
PlyA2 PlyB 0,5 μM : 0,04 μM / 12,5 : 1 
PlyA2 EryB 0,5 μM : 0,04 μM / 12,5 : 1 
 
Meritve in vbrizganje raztopin smo naredili po navodilih za sistem Biacore X. Pred izvedbo 
meritev smo v sistem pravilno vnesli vse podatke (tj. Fc1 naj bo referenčna celica, Fc2 pa 
merilna). Najprej smo v sistem dodali liposome LUV v koncentraciji 0,5 mM, in sicer samo 
preko Fc2 celice, s pretokom 2 μL/min in asociacijo 600 s. Nato smo na obe celici dodali 
BSA, ki je z vezavo na prazna mesta na čipu preprečil nespecifično vezavo proteina, s 
pretokom 10 μL/min in asociacijo 60 s. Potem smo na obe celici vbrizgali analite (proteine), 
s pretokom 10 μL/min, asociacijo 60 s in disociacijo 180 s. Na koncu smo čip regenerirali z 
0,5 % NaDS, 4 %  N-oktil-β-glukopiranozid in 30 % etanolom, ter izvedli naslednjo meritev 
z drugimi proteini. 
Rezultate smo najprej obdelali s pomočjo programa BIAevaluations (GE Healthcare, ZDA), 
kjer smo signale referenčne celice (Fc1) odšteli od signalov merilne celice (Fc2). Pridobljene 
podatke smo nato grafično obdelali in predstavili s programom Origin. 
3.2.4 Permeabilizacija lipidnih veziklov  
 
3.2.4.1 Priprava malih unilaminarnih veziklov (SUV) s kalceinom 
 
Najprej smo pripravili multilaminarne vezikle (MLV) po enakem postopku, kot je opisan v 
poglavju 3.2.3.1, le da smo lipidom namesto pufra za vezikle dodali 0,5 mL pufra s 
kalceinom, s končno koncentracijo le tega 80 mM. Po končanem prepihovanju z dušikom in 
dodatku vode MQ, smo MLV sonicirali. Sonicirali smo pri amplitudi 38 %, z intervalom 10 
s pulza in 10 s pavze, 20 min. Tako smo dobili SUV, ki smo jih shranili na 4 °C. 
3.2.4.2 Test sproščanja kalceina iz lipidnih veziklov (SUV) 
 
Najprej smo z gelsko kromatografijo ločili SUV in prosti kalcein. Uporabili smo gel 
Sephadex G-50, ki smo ga nanesli v kolono in ga centrifugirali 2 min pri 1000 obr./min, na 
sobni T. Ko smo dosegli ustrezno prožnost gela, smo nanj nanesli liposome s kalceinom in 
centrifugirali pri 1000 obr./min, do uspešne ločbe SUV in prostega kalceina. SUV smo 
shranili v novo čisto mikrocentrifugirko. Za poskus smo uporabili črno mikrotitrsko ploščo. 
Vsako jamico smo najprej inkubirali z 0,1 % BSA (200 μL) 30 min na sobni T. Nato smo 
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odstranili BSA tako, da smo dobro pretresli ploščo. 20 μL SUV smo redčili v 12 mL pufra 
za vezikle. Najprej smo na čitalcu mikrotitrnih plošč (Tecan) pomerili minimalno vrednost 
fluorescence (Fmin), in sicer tako, da smo v dve jamici dali 100 μL SUV in 100 μL pufra za 
vezikle, pomerili fluorescenco in izračunali povprečje teh dveh vrednosti. Nato smo v te iste 
jamice za popolno lizo dodali 50 μL detergenta Triton X-100, zopet pomerili in izračunali 
povprečje – to je bila vrednost Ft. V ostale jamice smo najprej dodali 100 μL proteinov z 
ustreznimi koncentracijami. Mešanice proteinov egerolizin : proteinski partner smo 
pripravili v molarnem razmerju 12,5 : 1. Začeli smo z najvišjo koncentracijo egerolizina in 
naredili redčitveno vrsto kar v mikrotitrski plošči (končne masne koncentracije v 
Preglednici 13), ter egerolizinu dodali ustrezno količino proteinskega partnerja. Kot 
kontrolo smo uporabili tako egerolizine same, kot tudi sama PlyB in EryB. V jamice smo 
nato dodali še 100 μL SUV in takoj zagnali program, ki je 20 min beležil vrednosti 
fluorescence. Vse meritve smo opravili pri sobni T in meritve v istih pogojih naredili trikrat. 
Preglednica 13. Seznam proteinov, uporabljenih za test sproščanja kalceina in test hemolize 
Proteini, molsko razmerje Končna masna koncentracija γ 
EryA 50 μg/mL 
EryB 4 μg/mL 
OlyA6 50 μg/mL 
PlyA2 50 μg/mL 
PlyB 4 μg/mL 
EryA PlyB 12,5 : 1 50 μg/mL : 4 μg/mL 
25 μg/mL : 2 μg/mL 
12,5 μg/mL : 0,496 μg/mL 
3,125 μg/mL : 0, 25 μg/mL 
1,56 μg/mL : 0,125 μg/mL 
0,78 μg/mL : 0,06 μg/mL 
0,39 μg/mL : 0,031 μg/mL 
EryA EryB 12,5 : 1 50 μg/mL : 4 μg/mL 
25 μg/mL : 2 μg/mL 
12,5 μg/mL : 0,496 μg/mL 
3,125 μg/mL : 0, 25 μg/mL 
1,56 μg/mL : 0,125 μg/mL 
0,78 μg/mL : 0,06 μg/mL 
0,39 μg/mL : 0,031 μg/mL 
OlyA6 PlyB 12,5 : 1 50 μg/mL : 4 μg/mL 
25 μg/mL : 2 μg/mL 
12,5 μg/mL : 0,496 μg/mL 
3,125 μg/mL : 0, 25 μg/mL 
1,56 μg/mL : 0,125 μg/mL 
se nadaljuje 
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0,78 μg/mL : 0,06 μg/mL                       
0,39 μg/mL : 0,031 μg/mL 
OlyA6 EryB 12,5 : 1 50 μg/mL : 4 μg/mL 
25 μg/mL : 2 μg/mL 
12,5 μg/mL : 0,496 μg/mL 
3,125 μg/mL : 0, 25 μg/mL 
1,56 μg/mL : 0,125 μg/mL 
0,78 μg/mL : 0,06 μg/mL 
0,39 μg/mL : 0,031 μg/mL 
PlyA2 PlyB 12,5 : 1 50 μg/mL : 4 μg/mL 
25 μg/mL : 2 μg/mL 
12,5 μg/mL : 0,496 μg/mL 
3,125 μg/mL : 0, 25 μg/mL 
1,56 μg/mL : 0,125 μg/mL 
0,78 μg/mL : 0,06 μg/mL 
0,39 μg/mL : 0,031 μg/mL 
PlyA2 EryB 12,5 : 1 50 μg/mL : 4 μg/mL 
25 μg/mL : 2 μg/mL 
12,5 μg/mL : 0,496 μg/mL 
3,125 μg/mL : 0, 25 μg/mL 
1,56 μg/mL : 0,125 μg/mL 
0,78 μg/mL : 0,06 μg/mL 
0,39 μg/mL : 0,031 μg/mL 
 
Iz pridobljenih vrednosti smo izračunali delež sproščenega kalceina po enačbi: 
% 𝑠𝑝𝑟𝑜šč𝑒𝑛𝑒𝑔𝑎 𝑘𝑎𝑙𝑐𝑒𝑖𝑛𝑎 = (
𝐹𝑚𝑎𝑥−𝐹𝑚𝑖𝑛
𝐹𝑡−𝐹𝑚𝑖𝑛
) × 100 , 
pri čemer je Fmax vrednost vsake posamezne redčitve v jamicah v zadnjem ciklu meritev, 
Fmin je vrednost meritve v jamici, kjer so bili le SUV, Ft pa je vrednost pri popolni lizi 
veziklov ob dodatku detergenta Triton X-100. 
Podatke smo najprej uredili v programu Office Excel, nato pa smo jih grafično predstavili v 
programu Origin. 
3.2.5 Test hemolitične aktivnosti 
 
Za test hemolize smo uporabili goveje eritrocite, ki so bili shranjeni na 4 °C v konzervansu. 
Dvakrat smo jih sprali s fiziološko raztopino in nato redčili v eritrocitnem pufru do OD560 = 
0,6. Za poskus smo uporabili prozorne mikrotitrske plošče. V jamice smo najprej dodali 100 
Nadaljevanje Preglednice 13. Seznam proteinov, 
uporabljenih za test sproščanja kalceina in test hemolize 
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μL proteinov v ustreznih koncentracijah in razmerjih (Preglednica 13), nato pa jim dodali 
še 100 μL redčenih eritrocitov in takoj zagnali meritev na čitalcu mikrotitrnih plošč Tecan. 
Za kontrolo stabilnosti samih eritrocitov smo v dve jamici eritrocitom dodali le pufer za 
vezikle (v katerem smo tudi redčili proteine). Meritev je trajala 1 h na sobni T. Poskus v istih 
pogojih smo opravili trikrat. Rezultate smo najprej uredili s programom Office Excel, nato 
pa jih grafično predstavili v programu Origin. 
3.2.6 Bioinformatske analize 
 
Za vizualizacijo in primerjavo strukture EryB z že znano strukturo PlyB smo uporabili 
program Chimera. Primerjavo in poravnavo aminokislinskih zaporedij teh dveh proteinov 
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4  REZULTATI 
 
4.1 IZRAŽANJE IN SINTEZA REKOMBINANTNEGA PROTEINA EryB 
 
4.1.1 Optimizacija sinteze rekombinantnega proteina EryB 
 
Pri optimizaciji pridobivanja rekombinantnega EryB nas je najprej zanimalo, ali se protein 
nahaja v topni ali v netopni obliki. Če se protein izraža v topni obliki, ga pridobimo po 
homogenizaciji celic iz supernatanta, v primeru, da je netopen, pa se ga izolira iz sedimenta, 
kjer so inkluzijska telesa. Izražanje proteina smo preverili pri dveh različnih T, pri 20 °C in 
37 °C, prav tako pa smo preverili kako na izražanje vplivajo tri različne koncentracije 
induktorja IPTG (0,1 mM, 0,5 mM in 1 mM). 
4.1.1.1 Sinteza proteina pri različnih temperaturah in različnih koncentracijah IPTG 
 
Bakterije smo po po indukciji z različnimi koncentracijami IPTG gojili preko noči pri 20 °C. 
Celice smo naslednji dan homogenizirali in ločili supernatant od sedimenta. Analizirali smo 
z NaDS-PAGE. Na reprezentativnem gelu po ločbi supernatanta in sedimenta nismo opazili 
drastičnih razlik med koncentracijami IPTG, najbolj opazna lisa pa je bila v sedimentu, torej 
se je protein nahajal v inkluzijskih telesih (Slika 5). 
Slika 5. Analiza sinteze rekombinantnega EryB pri gojenju celic na 20 °C. Indukcija izražanja z 0,1 mM IPTG, 0,5 mM 
IPTG in 1 mM IPTG. MW – označevalec velikosti, SE – sediment, SU – supernatant. Z rdečo označene lise, kjer 
pričakujemo EryB. 
 
Slika 13. Izražanje rekombinantnega EryB pri gojenju celic na 20 °C. Indukcija izražanja z 0,1 mM IPTG, 0,5 mM IPTG 
in 1 mM IPTG. MW – označevalec velikosti, SE – sediment, SU – supernatant. Z rdečo označene lise, kjer pričakujemo 
EryB. 
 
Slika 14. Izražanje rekombinantnega EryB pri gojenju celic na 20 °C. Indukcija izražanja z 0,1 mM IPTG, 0,5 mM IPTG 
in 1 mM IPTG. MW – označevalec velikosti, SE – sediment, SU – supernatant. Z rdečo označene lise, kjer pričakujemo 
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Drug del celic smo po indukciji z različnimi koncentracijami IPTG gojili 3 h pri 37 °C. 
Celice smo naslednji dan homogenizirali in ločili na supernatant in sediment, ter analizirali 
z NaDS-PAGE. Glede na velikost proteina, smo predvidevali, da se protein nahaja v 
sedimentu. Za lise, ki jih vidimo pri supernatantu v rdečem okvirju, smo predvideli, da ne 
morejo biti EryB. To pa zato, ker se takšni proteini zaradi hitre sinteze pri tej temperaturi ne 
morejo dokončno zviti in se vedno nalagajo v inkluzijska telesa (Slika 6).  
 
Ker nismo zasledili značilnih razlik med različnimi koncentracijami IPTG, smo se odločili 
za koncentracijo 0,5 mM, ki se uporablja v ustaljenih protokolih za izolacijo 96 % 
identičnega PlyB (Ota in sod., 2013). Inkluzijska telesa sicer nastanejo pri obeh 
temperaturah, a smo izbrali 37 °C, ker pri tej temperaturi nastane več celic in je posledično 
več končnega produkta. V supernatantu nismo zaznali očitne velike količine proteina EryB, 
zato v nadaljevanju tega nismo več preverjali. 
 
Slika 6. Analiza sinteze rekombinantnega EryB pri gojenju celic na 37 °C. Indukcija izražanja z 0,1 mM IPTG, 0,5 mM 
IPTG in 1 mM IPTG. MW – označevalec velikosti, SE – sediment, SU – supernatant. Z rdečo označene lise, kjer 
pričakujemo EryB. 
 
Slika 16. Izražanje rekombinantnega EryB pri gojenju celic na 37 °C. Indukcija izražanja z 0,1 mM IPTG, 0,5 mM IPTG 
in 1 mM IPTG. MW – označevalec velikosti, SE – sediment, SU – supernatant. Z rdečo označene lise, kjer pričakujemo 
EryB. 
 
Slika 17. Izražanje rekombinantnega EryB pri gojenju celic na 37 °C. Indukcija izražanja z 0,1 mM IPTG, 0,5 mM IPTG 
in 1 mM IPTG. MW – označevalec velikosti, SE – sediment, SU – supernatant. Z rdečo označene lise, kjer pričakujemo 
EryB. 
 
Slika 18. Izražanje rekombinantnega EryB pri gojenju celic na 37 °C. Indukcija izražanja z 0,1 mM IPTG, 0,5 mM IPTG 
in 1 mM IPTG. MW – označevalec velikosti, SE – sediment, SU – supernatant. Z rdečo označene lise, kjer pričakujemo 
EryB. 
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4.1.2 Izolacija rekombinantnega proteina EryB iz inkluzijskih teles 
 
Sintezo proteina smo izvedli pri 37 °C in z indukcijo z 0,5 mM IPTG. Za primerjavo smo 
vzporedno izvedli še pridobivanje rekombinantnega PlyB, prav tako iz inkluzijskih teles. Pri 
vsakem koraku smo odvzeli vzorce in jih hranili na ledu, ter jih na koncu nanesli na gel in 
izvedli NaDS-PAGE. Opazili smo, da sta oba proteina najbolj prisotna v sedimentu, torej v 
inkluzijskih telesih (IT). Najbolj očitna je prisotnost proteinov EryB in PlyB v sedimentu 
med spiranjem IT in v očiščenih IT (Slika 7). Na gelu opazimo tudi lise pri drugih velikostih, 






Slika 7. NaDS-PAGE analiza izolacije rekombinantnih proteinov EryB in PlyB iz inkluzijskih teles. MW – označevalec 
velikosti, NK – negativna kontrola: sev BL21 (DE3)pLysS brez sproženega izražanja rekombinantnega proteina EryB, SE 
po homogenizaciji – sediment celic po homogenizaciji, soniciranju in centrifugiranju, SU med spiranjem IT–  supernatant 
po spiranju inkluzijskih teles s pufrom za spiranje IT II in sonikaciji ter centrifugiranju, SE med spiranjem IT – sediment 
po spiranju inkluzijskih teles s pufrom za spiranje IT II in sonikaciji ter centrifugiranju, Očiščena IT – očiščena inkluzijska 
telesa po postopku spiranja inkluzijskih teles.  Z rdečo obkrožene lise, kjer pričakujemo EryB oz. PlyB. 
Slika 19. Izolacija rekombinantnih EryB in PlyB iz inkluzijskih teles. NaDS-PAGE elektroforeza vzorcev. MW – 
označevalec velikosti, NK – negativna kontrola: sev BL21 (DE3)pLysS brez sproženega izražanja rekombinantnega 
proteina EryB, SE po homogenizaciji – sediment celic po homogenizaciji, soniciranju in centrifugiranju, SU po spiranju 
IT–  supernatant po spiranju inkluzijskih teles s pufrom za spiranje IT II in sonikaciji ter centrifugiranju, SE med spiranjem 
IT – sediment po spiranju inkluzijskih teles s pufrom za spiranje IT II in sonikaciji ter centrifugiranju, Očiščena IT – 
očiščena inkluzijska telesa po postopku spiranja inkluzijskih teles.  Z rdečo obkrožene lise, kjer pričakujemo EryB oz. 
PlyB. 
 
Slika 20. Izolacija rekombinantnih EryB in PlyB iz inkluzijskih teles. NaDS-PAGE elektroforeza vzorcev. MW – 
označevalec velikosti, NK – negativna kontrola: sev BL21 (DE3)pLysS brez sproženega izražanja rekombinantnega 
proteina EryB, SE po homogenizaciji – sediment celic po homogenizaciji, soniciranju in centrifugiranju, SU po spiranju 
IT–  supernatant po spiranju inkluzijskih teles s pufrom za spiranje IT II in sonikaciji ter centrifugiranju, SE med spiranjem 
IT – sediment po spiranju inkluzijskih teles s pufrom za spiranje IT II in sonikaciji ter centrifugiranju, Očiščena IT – 
očiščena inkluzijska telesa po postopku spiranja inkluzijskih teles.  Z rdečo obkrožene lise, kjer pričakujemo EryB oz. 
PlyB. 
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Med postopkom izolacije proteina z nikelj-afinitetno kromatografijo in po končani dializi v 
pufru (Preglednica 3), smo shranili 10 μL vsakega vzorca in ga hranili na ledu do nanosa 
na gel. Protein je prisoten po postopku zvijanja oz. renaturacije, v eluatu po dodatku pufra 
za elucijo in v eluatu po dializi. V sedimentu po zvijanju lahko opazimo tudi nepravilno zvit 
protein, ki so je tekom postopka oboril in po centrifugiranju ostal v sedimentu. V nevezani 
frakciji, po dodatku pufra za lizo in pufra za spiranje pa proteina ni moč zaznati, iz česar 















Slika 8. Izolacija rekombinantnega EryB z nikelj-afinitetno kromatografijo. NaDS-PAGE elektroforeza vzorcev. MW – 
označevalec velikosti, SE – sediment po zvijanju proteina, NF – nevezana frakcija, LIZA – eluat po pufru za lizo, 
SPIRANJE – eluat po pufru za spiranje, ELUCIJA – eluat po pufru za elucijo, DIALIZA – vzorec po dializi. Z rdečo 
obkrožene lise, kjer je uspešno izoliran EryB. 
Slika 22. Izolacija rekombinantnega EryB z nikelj-afinitetno kromatografijo. NaDS-PAGE elektroforeza vzorcev. MW – 
označevalec velikosti, SE – sediment po zvijanju proteina, NF – nevezana frakcija, LIZA – eluat po pufru za lizo, 
SPIRANJE – eluat po pufru za spiranje, ELUCIJA – eluat po pufru za elucijo, DIALIZA – vzorec po dializi. Z rdečo 
obkrožene lise pri 57 kDa, kjer je uspešno izoliran EryB. 
 
Slika 23. Izolacija rekombinantnega EryB z nikelj-afinitetno kromatografijo. NaDS-PAGE elektroforeza vzorcev. MW – 
označevalec velikosti, SE – sediment po zvijanju proteina, NF – nevezana frakcija, LIZA – eluat po pufru za lizo, 
SPIRANJE – eluat po pufru za spiranje, ELUCIJA – eluat po pufru za elucijo, DIALIZA – vzorec po dializi. Z rdečo 
obkrožene lise pri 57 kDa, kjer je uspešno izoliran EryB. 
 
Slika 24. Izolacija rekombinantnega EryB z nikelj-afinitetno kromatografijo. NaDS-PAGE elektroforeza vzorcev. MW – 
označevalec velikosti, SE – sediment po zvijanju proteina, NF – nevezana frakcija, LIZA – eluat po pufru za lizo, 
SPIRANJE – eluat po pufru za spiranje, ELUCIJA – eluat po pufru za elucijo, DIALIZA – vzorec po dializi. Z rdečo 
obkrožene lise pri 57 kDa, kjer je uspešno izoliran EryB. 
35 
Mravinec M. Priprava, izolacija in karakterizacija rekombinantnega proteina erilizina B. 
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij Molekulske in funkcionalne biologije, 2020  
  
 
4.2 BIOKEMIJSKA KARAKTERIZACIJA REKOMBINANTNEGA PROTEINA EryB 
 
4.2.1 Merjenje triptofanskega spektra 
 
Triptofanski spekter proteina EryB smo merili pri različnih vrednostih pH (5,5; 6,5; 7,5; 8,5 
in 9,5), različnih temperaturah (25 °C, 35 °C, 45 °C, 55 °C, 65 °C, 75 °C, 85 °C in 95 °C). 
S tem smo želeli preveriti stabilnost proteina v različnih pogojih. Če protein v danih pogojih 
denaturira oz. agregira, to zaznamo kot večjo intenziteto fluorescence pri 590 nm. EryB ima 
7 triptofanskih ostankov, ki prispevajo k jakosti signala med 280 nm in 350 nm valovne 
dolžine. Protein pa ima prav tako 14 tirozinskih ostankov, ki bi lahko vplivali na jakost 
signala, zato smo meritve vzbujali pri 295 nm. Triptofanski spekter smo merili pufrih, 
opisanih v Preglednici 3. Ugotovili smo, da proteinu EryB bolj ustreza bazična vrednost pH 
(najbolj v območju 7,5 – 8,5), medtem ko v območju kislega pH (5,5 in 6,5) agregira (Slika 
9). Pri merjenju triptofanskega spektra pri različnih temperaturah, smo ugotovili, da je 
protein najbolj stabilen pri sobni temperaturi (25 °C) in da ostane stabilen tudi do 45 °C. Z 
naraščanjem temperature protein vse bolj spreminja konformacijo in agregira, pričakovano 
najbolj pri 95 °C (Slika 10). 
 
Slika 9. Triptofanski spekter proteina EryB (10 μg/ml) v pufru z različnimi pH vrednostmi pri 25 °C. FU – fluorescenčne 
enote (ang. fluorescence units). 
 
Slika 25. Triptofanski spekter proteina EryB (10 μg/ml) v pufru z različnimi pH vrednostmi pri 25 °C. 
 
Slika 26. Triptofanski spekter proteina EryB (10 μg/ml) v pufru z različnimi pH vrednostmi pri 25 °C. 
 
Slika 27. Triptofanski spekter proteina EryB (10 μg/ml) v pufru z različnimi pH vrednostmi pri 25 °C. 
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Slika 10. Triptofanski spekter proteina EryB (10 μg/ml) pri različnih temperaturah. Slika B je izsek slike A, ki prikazuje 
triptofanski spekter proteina od 300 do 450 nm valovne dolžine. FU – fluorescenčne enote (ang. fluorescence units). 
 
Slika 28. Triptofanski spekter proteina EryB (10 μg/ml) pri različnih temperaturah. Slika B je izsek slike A, ki prikazuje 
triptofanski spekter proteina od 300 do 450 nm valovne dolžine. 
 
Slika 29. Triptofanski spekter proteina EryB (10 μg/ml) pri različnih temperaturah. Slika B je izsek slike A, ki prikazuje 
triptofanski spekter proteina od 300 do 450 nm valovne dolžine. 
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4.3 INTERAKCIJA EGEROLIZINOV IN NJIHOVIH PARTNERJEV Z LIPIDNIMI 
VEZIKLI 
 
Interakcijo proteinov z lipidnimi vezikli smo spremljali z metodo SPR, ki smo jo opravili z 
napravo Biacore X. Lipidne vezikle v sestavi CPE : POPC : Hol (v molarnem razmerju 5 : 
47,5 : 47, 5) smo imobilizirali na čip L1, prek katerega smo injicirali analite (Preglednica 
12). Za uspešno vezavo EryA smo izbrali 10-krat višjo koncentracijo kot za ostala dva 
egerolizina, saj ima ta protein že na splošno manjšo afiniteto do lipidov in ob nižji 
koncentraciji ne bi opazili očitne vezave proteina (Panevska in sod., 2019a). Vezikli so se 
vsakič vezali enako močno, tj. 9000-9500 RU. Egerolizini (EryA, OlyA6, PlyA2) so se na 
vezikle vezali, vendar z različno kinetiko in afiniteto. EryA se najprej močno veže (ok. 900 
RU), nato po 50 s disociira na 400 RU (Slika 11), medtem ko se OlyA6 in PlyA2 stabilno 
vežeta (ne pride to disociacije). OlyA6 se veže s 300 RU (Slika 12), PlyA2 pa s 500 RU 
(Slika 13). Ugotovili smo, da se egerolizini ob dodatku proteinskih partnerjev (PlyB ali 
EryB) bolje vežejo na omenjene lipidne vezikle. Razlika vezave egerolizina brez/z 
proteinskim partnerjem je najbolj očitna pri OlyA6, saj se vezava poveča za več kot 300 RU, 
medtem ko je razlika pri EryA 200 RU, pri PlyA2 pa 120 RU. Če je PlyB v vlogi 
proteinskega partnerja, je vezava rahlo boljša, kot če je proteinski partner EryB (od 50 do 
150 RU boljša). 
Slika 11. Reprezentativni senzorgram interakcije proteina EryA (5 μM) in mešanice EryA s proteinskimi partnerji EryB 
(0,4 μM) ali PlyB (0,4 μM)  z imobiliziranimi lipidnimi vezikli s sestavo CPE : Hol : POPC (5 : 47,5 : 47,5, mol : mol : 
mol). Vezava je prikazana kot odziv RU (ang. response units) v odvisnosti od časa interakcije (s). Molarno razmerje 
proteinov EryA/PlyB, oz. EryA/EryB je 12,5 : 1. 
 
Slika 31. Reprezentativni senzorgram interakcije proteina EryA (5 μM) in mešanice EryA s proteinskimi partnerji EryB 
(0,4 μM) ali PlyB (0,4 μM)  z imobiliziranimi lipidnimi vezikli s sestavo CPE : Hol : POPC (5 : 47,5 : 47,5, mol : mol : 
mol). Vezava je prikazana kot odziv RU (ang. response units) v odvisnosti od časa interakcije (s). Molarno razmerje 
proteinov EryA/PlyB, oz. EryA/EryB je 12.5 : 1. 
 
38 
Mravinec M. Priprava, izolacija in karakterizacija rekombinantnega proteina erilizina B. 








Slika 12. Reprezentativni senzorgram interakcije proteina OlyA6 (0,5 μM) in mešanice OlyA6 s proteinskimi partnerji 
EryB (0,04 μM) ali PlyB (0,04 μM)  z imobiliziranimi lipidnimi vezikli s sestavo CPE : Hol : POPC (5 : 47,5 : 47,5, mol : 
mol : mol). Vezava je prikazana kot odziv RU (ang. response units) v odvisnosti od časa interakcije (s). Molarno razmerje 
proteinov OlyA6/PlyB, oz. OlyA6/EryB je 12,5 : 1. 
 
Slika 34. Reprezentativni senzorgram interakcije proteina OlyA6 ('0,5 μM) in mešanice OlyA6 s proteinskimi partnerji 
EryB (0,04 μM) ali PlyB (0,04 μM)  z imobiliziranimi lipidnimi vezikli s sestavo CPE : Hol : POPC (5 : 47,5 : 47,5, mol : 
mol : mol). Vezava je prikazana kot odziv RU (ang. response units) v odvisnosti od časa interakcije (s). Molarno razmerje 
proteinov OlyA6/PlyB, oz. OlyA6/EryB je 12.5 : 1. 
 
 
Slika 35. Reprezentativni senzorgram interakcije proteina OlyA6 ('0,5 μM) in mešanice OlyA6 s proteinskimi partnerji 
EryB (0,04 μM) ali PlyB (0,04 μM)  z imobiliziranimi lipidnimi vezikli s sestavo CPE : Hol : POPC (5 : 47,5 : 47,5, mol : 
mol : mol). Vezava je prikazana kot odziv RU (ang. response units) v odvisnosti od časa interakcije (s). Molarno razmerje 
proteinov OlyA6/PlyB, oz. OlyA6/EryB je 12.5 : 1. 
 
 
Slika 36. Reprezentativni senzorgram interakcije proteina OlyA6 ('0,5 μM) in mešanice OlyA6 s proteinskimi partnerji 
EryB (0,04 μM) ali PlyB (0,04 μM)  z imobiliziranimi lipidnimi vezikli s sestavo CPE : Hol : POPC (5 : 47,5 : 47,5, mol : 
mol : mol). Vezava je prikazana kot odziv RU (ang. response units) v odvisnosti od časa interakcije (s). Molarno razmerje 
proteinov OlyA6/PlyB, oz. OlyA6/EryB je 12.5 : 1. 
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Slika 13. Reprezentativni senzorgram interakcije proteina PlyA (0,5 μM) in mešanice PlyA s proteinskimi partnerji EryB 
(0,04 μM) ali PlyB (0,04 μM)  z imobiliziranimi lipidnimi vezikli s sestavo CPE : Hol : POPC (5 : 47,5 : 47,5, mol : mol : 
mol). Vezava je prikazana kot odziv RU (ang. response units) v odvisnosti od časa interakcije (s). Molarno razmerje 
proteinov PlyA/PlyB, oz. PlyA/EryB je 12,5 : 1. 
 
Slika 37. Reprezentativni senzorgram interakcije proteina PlyA (0,5 μM) in mešanice PlyA s proteinskimi partnerji EryB 
(0,04 μM) ali PlyB (0,04 μM)  z imobiliziranimi lipidnimi vezikli s sestavo CPE : Hol : POPC (5 : 47,5 : 47,5, mol : mol : 
mol). Vezava je prikazana kot odziv RU (ang. response units) v odvisnosti od časa interakcije (s). Molarno razmerje 
proteinov PlyA/PlyB, oz. PlyA/EryB je 12.5 : 1. 
 
Slika 38. Reprezentativni senzorgram interakcije proteina PlyA (0,5 μM) in mešanice PlyA s proteinskimi partnerji EryB 
(0,04 μM) ali PlyB (0,04 μM)  z imobiliziranimi lipidnimi vezikli s sestavo CPE : Hol : POPC (5 : 47,5 : 47,5, mol : mol : 
mol). Vezava je prikazana kot odziv RU (ang. response units) v odvisnosti od časa interakcije (s). Molarno razmerje 
proteinov PlyA/PlyB, oz. PlyA/EryB je 12.5 : 1. 
Slika 39. Reprezentativni senzorgram interakcije proteina PlyA (0,5 μM) in mešanice PlyA s proteinskimi partnerji EryB 
(0,04 μM) ali PlyB (0,04 μM)  z imobiliziranimi lipidnimi vezikli s sestavo CPE : Hol : POPC (5 : 47,5 : 47,5, mol : mol : 
mol). Vezava je prikazana kot odziv RU (ang. response units) v odvisnosti od časa interakcije (s). Molarno razmerje 
proteinov PlyA/PlyB, oz. PlyA/EryB je 12.5 : 1. 
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4.4 PERMEABILIZACIJA LIPIDNIH VEZIKLOV 
 
Permeabilizacijo lipidnih veziklov smo preverjali s testom sproščanja kalceina. Uporabili 
smo male unilaminarne vezikle s sestavo CPE : POPC : Hol (5 : 47,5 : 47,5, mol : mol : mol) 
in proteine v različnih masnih koncentracijah, vendar v istem molarnem razmerju (egerolizin 
: proteinski partner z domeno MACPF, 12,5 : 1 (mol/mol)) (Preglednica 13). Proteine in 
SUV s kalceinom smo inkubirali 20 min (čas meritve). Najprej nas je zanimalo sproščanje 
kalceina v odvisnosti od masne koncentracije proteinov. EryA ima v kombinaciji z EryB oz. 
PlyB nizko permeabilizacijsko aktivnost, z višanjem koncentracije pa dosežemo 10 % 
permeabilizacijo. Med EryA/EryB in EryA/PlyB je manjša razlika, tj. 5%. (Slika 14). Pri 
OlyA6 v kombinaciji s PlyB opazimo vse boljšo permeabilnost z višanjem koncentracije, 
vendar se ta sprememba zaustavi pri 10 μg/mL – višje koncentracije imajo enako velik 
učinek. Kombinacija OlyA6 in EryB ni tako uspešna v tvorbi por, kot je OlyA6/PlyB, vendar 
opazimo naraščanje permeabilnosti v skladu z naraščanjem koncentracije proteinov. 
OlyA6/EryB pri najvišji koncentraciji doseže le 50 % sproščenega kalceina, medtem ko 
OlyA6/PlyB doseže skoraj 95 % že pri koncentraciji 10 μg/mL (Slika 16). Podobno je s 
kombinacijo PlyA2/PlyB, tvorba por narašča z višanjem koncentracije in pri 10 μg/mL se to 
višanje ustavi. Nato pa opazimo rahel upad permeabilnosti z višanjem koncentracije. Tvorba 
por pri kombinaciji PlyA2/EryB se izboljšuje z višanjem koncentracije, vendar počasneje 
kot pri PlyA2/PlyB. Kombinacija PlyA2/EryB doseže 30 % sproščenega kalceina pri najvišji 
koncentraciji, PlyA2/PlyB pa 80 % (Slika 18). Nato nas je zanimal še odstotek sproščenega 
kalceina v odvisnosti od časa, kjer smo za grafično ponazoritev upoštevali koncentracijo 
egerolizina 10 μg/mL in EryB oz. PlyB v ustreznem razmerju, saj smo ugotovili da imajo 
koncentracije egerolizinov višje od 10 μg/mL enako velik učinek. Pri EryA v kombinaciji z 
EryB oz. PlyB smo opazili najmanjše sproščanje kalceina (Slika 15). Pri OlyA6 v 
kombinaciji s PlyB opazimo maksimalni odstotek sproščanja kalceina že po 200 s, in sicer 
pride do 90-95 % sprostitve kalceina, medtem ko je v kombinaciji z EryB permeabilizacija 
počasnejša in manj efektivna (do 40 %) (Slika 17). Tudi pri PlyA2 v kombinaciji s PlyB 
opazimo veliko hitrejšo in bolj učinkovito permeabilizacijo, kot pa jo opazimo v kombinaciji 
z EryB. Pri PlyA2 v kombinaciji z EryB se sprosti le 25 % kalceina, medtem ko se pri 
kombinaciji z PlyB sprosti kar 90 % (Slika 19).  
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Slika 14. Vpliv različnih koncentracij proteinskih mešanic EryA/PlyB in EryA/EryB na permeabilizacijo s kalceinom 
napolnjenih lipidnih veziklov s sestavo CPE : Hol : POPC (5 : 47,5 : 47,5, mol : mol : mol). Molarno razmerje med EryA 
in njegovim proteinskim partnerjem z domeno MACPF je 12,5 : 1. Na osi x je prikazana koncentracija EryA. 
 
Slika 43. Časovni potek permeabilizacije s kalceinom napolnjenih lipidnih veziklov s sestavo CPE : Hol : POPC (5 : 47,5 
: 47,5, mol : mol : mol) s proteinskimi mešanicami EryA/PlyB in EryA/EryB. Koncentracija EryA je 10 μg/ml, molarno 
razmerje med EryA in njegovim proteinskim partnerjem z domeno MACPF je 12.5 : 1. 100 % (Fmax) prikazuje popolno 
permeabilizacijo veziklov ob dodatku 20 % detergenta Triton X-100. 
 
Slika 44. Časovni potek permeabilizacije s kalceinom napolnjenih lipidnih veziklov s sestavo CPE : Hol : POPC (5 : 47,5 
: 47,5, mol : mol : mol) s proteinskimi mešanicami EryA/PlyB in EryA/EryB. Koncentracija EryA je 10 μg/ml, molarno 
razmerje med EryA in njegovim proteinskim partnerjem z domeno MACPF je 12.5 : 1. 100 % (Fmax) prikazuje popolno 
permeabilizacijo veziklov ob dodatku 20 % detergenta Triton X-100. 
 
Slika 45. Časovni potek permeabilizacije s kalceinom napolnjenih lipidnih veziklov s sestavo CPE : Hol : POPC (5 : 47,5 
: 47,5, mol : mol : mol) s proteinskimi mešanicami EryA/PlyB in EryA/EryB. Koncentracija EryA je 10 μg/ml, molarno 
razmerje med EryA in njegovim proteinskim partnerjem z domeno MACPF je 12.5 : 1. 100 % (Fmax) prikazuje popolno 
permeabilizacijo veziklov ob dodatku 20 % detergenta Triton X-100. 
Slika 15. Časovni potek permeabilizacije s kalceinom napolnjenih lipidnih veziklov s sestavo CPE : Hol : POPC (5 : 47,5 
: 47,5, mol : mol : mol) s proteinskimi mešanicami EryA/PlyB in EryA/EryB. Koncentracija EryA je 10 μg/ml, molarno 
razmerje med EryA in njegovim proteinskim partnerjem z domeno MACPF je 12,5 : 1. 
 
Slika 40. Vpliv različnih koncentracij proteinskih mešanic EryA/PlyB in EryA/EryB na permeabilizacijo s kalceinom 
napolnjenih lipidnih veziklov s sestavo CPE : Hol : POPC (5 : 47,5 : 47,5, mol : mol : mol). Molarno razmerje med EryA 
in njegovim proteinskim partnerjem z domeno MACPF je 12.5 : 1. Na osi x je prikazana koncentracija EryA. 100 % (Fmax) 
prikazuje popolno permeabilizacijo veziklov ob dodatku 20 % detergenta Triton X-100. 
 
Slika 41. Vpliv različnih koncentracij proteinskih mešanic EryA/PlyB in EryA/EryB na permeabilizacijo s kalceinom 
napolnjenih lipidnih veziklov s sestavo CPE : Hol : POPC (5 : 47,5 : 47,5, mol : mol : mol). Molarno razmerje med EryA 
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Slika 16. Vpliv različnih koncentracij proteinskih mešanic OlyA6/PlyB in OlyA6/EryB na permeabilizacijo s kalceinom 
napolnjenih lipidnih veziklov s sestavo CPE : Hol : POPC (5 : 47,5 : 47,5, mol : mol : mol). Molarno razmerje med OlyA6 
in njegovim proteinskim partnerjem z domeno MACPF je 12,5 : 1. Na osi x je prikazana koncentracija OlyA6.   
 
Slika 46. Časovni potek permeabilizacije s kalceinom napolnjenih lipidnih veziklov s sestavo CPE : Hol : POPC (5 : 47,5 
: 47,5, mol : mol : mol) s proteinskimi mešanicami OlyA6/PlyB in OlyA6/EryB. Koncentracija OlyA6 je 10 μg/ml, molarno 
razmerje med OlyA6 in njegovim proteinskim partnerjem z domeno MACPF je 12.5 : 1. 100 % (Fmax) prikazuje popolno 
permeabilizacijo veziklov ob dodatku 20 % detergenta Triton X-100. 
 
Slika 47. Časovni potek permeabilizacije s kalceinom napolnjenih lipidnih veziklov s sestavo CPE : Hol : POPC (5 : 47,5 
: 47,5, mol : mol : mol) s proteinskimi mešanicami OlyA6/PlyB in OlyA6/EryB. Koncentracija OlyA6 je 10 μg/ml, molarno 
razmerje med OlyA6 in njegovim proteinskim partnerjem z domeno MACPF je 12.5 : 1. 100 % (Fmax) prikazuje popolno 
permeabilizacijo veziklov ob dodatku 20 % detergenta Triton X-100. 
 
Slika 48. Časovni potek permeabilizacije s kalceinom napolnjenih lipidnih veziklov s sestavo CPE : Hol : POPC (5 : 47,5 
: 47,5, mol : mol : mol) s proteinskimi mešanicami OlyA6/PlyB in OlyA6/EryB. Koncentracija OlyA6 je 10 μg/ml, molarno 
razmerje med OlyA6 in njegovim proteinskim partnerjem z domeno MACPF je 12.5 : 1. 100 % (Fmax) prikazuje popolno 
permeabilizacijo veziklov ob dodatku 20 % detergenta Triton X-100. 
Slika 17. Časovni potek permeabilizacije s kalceinom napolnjenih lipidnih veziklov s sestavo CPE : Hol : POPC (5 : 47,5 
: 47,5, mol : mol : mol) s proteinskimi mešanicami OlyA6/PlyB in OlyA6/EryB. Koncentracija OlyA6 je 10 μg/ml, molarno 
razmerje med OlyA6 in njegovim proteinskim partnerjem z domeno MACPF je 12,5 : 1.   
 
Slika 49. Vpliv različnih koncentracij proteinskih mešanic OlyA6/PlyB in OlyA6/EryB na permeabilizacijo s kalceinom 
napolnjenih lipidnih veziklov s sestavo CPE : Hol : POPC (5 : 47,5 : 47,5, mol : mol : mol). Molarno razmerje med OlyA6 
in njegovim proteinskim partnerjem z domeno MACPF je 12.5 : 1. Na osi x je prikazana koncentracija OlyA6. 100 % 
(Fmax) prikazuje popolno permeabilizacijo veziklov ob dodatku 20% detergenta Triton X-100. 
 
Slika 50. Vpliv različnih koncentracij proteinskih mešanic OlyA6/PlyB in OlyA6/EryB na permeabilizacijo s kalceinom 
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Slika 18. Vpliv različnih koncentracij proteinskih mešanic PlyA2/PlyB in PlyA2/EryB na permeabilizacijo s kalceinom 
napolnjenih lipidnih veziklov s sestavo CPE : Hol : POPC (5 : 47,5 : 47,5, mol : mol : mol). Molarno razmerje med PlyA2 
in njegovim proteinskim partnerjem z domeno MACPF je 12,5 : 1. Na osi x je prikazana koncentracija PlyA2. 
 
Slika 52. Časovni potek permeabilizacije s kalceinom napolnjenih lipidnih veziklov s sestavo CPE : Hol : POPC (5 : 47,5 
: 47,5, mol : mol : mol) s proteinskimi mešanicami PlyA2/PlyB in PlyA2/EryB. Koncentracija PlyA2 je 10 μg/ml, molarno 
razmerje med PlyA2 in njegovim proteinskim partnerjem z domeno MACPF je 12.5 : 1. 100 % (Fmax) prikazuje popolno 
permeabilizacijo veziklov ob dodatku 20 % detergenta Triton X-100. 
 
Slika 53. Časovni potek permeabilizacije s kalceinom napolnjenih lipidnih veziklov s sestavo CPE : Hol : POPC (5 : 47,5 
: 47,5, mol : mol : mol) s proteinskimi mešanicami PlyA2/PlyB in PlyA2/EryB. Koncentracija PlyA2 je 10 μg/ml, molarno 
razmerje med PlyA2 in njegovim proteinskim partnerjem z domeno MACPF je 12.5 : 1. 100 % (Fmax) prikazuje popolno 
permeabilizacijo veziklov ob dodatku 20 % detergenta Triton X-100. 
 
Slika 54. Časovni potek permeabilizacije s kalceinom napolnjenih lipidnih veziklov s sestavo CPE : Hol : POPC (5 : 47,5 
: 47,5, mol : mol : mol) s proteinskimi mešanicami PlyA2/PlyB in PlyA2/EryB. Koncentracija PlyA2 je 10 μg/ml, molarno 
razmerje med PlyA2 in njegovim proteinskim partnerjem z domeno MACPF je 12.5 : 1. 100 % (Fmax) prikazuje popolno 
permeabilizacijo veziklov ob dodatku 20 % detergenta Triton X-100. 
Slika 19. Časovni potek permeabilizacije s kalceinom napolnjenih lipidnih veziklov s sestavo CPE : Hol : POPC (5 : 47,5 
: 47,5, mol : mol : mol) s proteinskimi mešanicami PlyA2/PlyB in PlyA2/EryB. Koncentracija PlyA2 je 10 μg/ml, molarno 
razmerje med PlyA2 in njegovim proteinskim partnerjem z domeno MACPF je 12,5 : 1. 
 
Slika 55. Vpliv različnih koncentracij proteinskih mešanic PlyA2/PlyB in PlyA2/EryB na permeabilizacijo s kalceinom 
napolnjenih lipidnih veziklov s sestavo CPE : Hol : POPC (5 : 47,5 : 47,5, mol : mol : mol). Molarno razmerje med PlyA2 
in njegovim proteinskim partnerjem z domeno MACPF je 12.5 : 1. Na osi x je prikazana koncentracija PlyA2. 100 % 
(Fmax) prikazuje popolno permeabilizacijo veziklov ob dodatku 20 % detergenta Triton X-100. 
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4.5 TEST HEMOLITIČNE AKTIVNOSTI 
 
Test hemolize smo izvedli na govejih eritrocitih. Merili smo po kolikšnem času pride do 
polovične hemolize. Preverili smo tudi kako na hemolizo vplivajo različne koncentracije 
proteinov (Preglednica 13). EryA v kombinaciji s PlyB oz. EryB ni pokazal hemolitične 
aktivnosti (Slika 20). OlyA6 je v kombinaciji s PlyB zelo hemolitičen že pri nižjih 
koncentracijah, hemolitična aktivnost pa strmo raste z višanjem koncentracije. OlyA6 v 
kombinaciji z EryB sicer ima hemolitično aktivnost, a veliko manjšo kot v kombinaciji s 
PlyB. Če k OlyA6 dodamo EryB, hemolitična aktivnost narašča počasneje glede na 
koncentracijo (v primerjavi z OlyA6/PlyB), prav tako pa je njuna aktivnost slabša (Slika 
21). Učinek PlyA2 ob dodatku PlyB je podoben kot pri OlyA6, hemolitična aktivnost hitro 
narašča v odvisnosti od koncentracije. PlyA2 in EryB skupaj ne delujeta hemolitično, zelo 





Slika 20. Vpliv različnih koncentracij proteinskih mešanic EryA/PlyB in EryA/EryB na čas polovične lize govejih 
eritrocitov. Molarno razmerje med EryA in njegovim proteinskim partnerjem z domeno MACPF je 12,5 : 1. Na osi x je 
prikazana masna koncentracija EryA.  
 
 
Slika 58 Vpliv različnih koncentracij proteinskih mešanic EryA/PlyB in EryA/EryB na čas polovične lize govejih 
eritrocitov. Molarno razmerje med EryA in njegovim proteinskim partnerjem z domeno MACPF je 12.5 : 1. Na osi x je 
prikazana koncentracija EryA.  
 
 
Slika 59 Vpliv različnih koncentracij proteinskih mešanic EryA/PlyB in EryA/EryB na čas polovične lize govejih 
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Slika 21. Vpliv različnih koncentracij proteinskih mešanic OlyA6/PlyB in OlyA6/EryB na čas polovične lize govejih 
eritrocitov. Molarno razmerje med OlyA6 in njegovim proteinskim partnerjem z domeno MACPF je 12,5 : 1. Na osi x je 
prikazana masna koncentracija OlyA6. 
Slika 61. Vpliv različnih koncentracij proteinskih mešanic OlyA6/PlyB in OlyA6/EryB na čas polovične lize govejih 
eritrocitov. Molarno razmerje med OlyA6 in njegovim proteinskim partnerjem z domeno MACPF je 12.5 : 1. Na osi x je 
prikazana koncentracija OlyA6. 
 
Slika 62. Vpliv različnih koncentracij proteinskih mešanic OlyA6/PlyB in OlyA6/EryB na čas polovične lize govejih 
eritrocitov. Molarno razmerje med OlyA6 in njegovim proteinskim partnerjem z domeno MACPF je 12.5 : 1. Na osi x je 
prikazana koncentracija OlyA6. 
 
Slika 63. Vpliv različnih koncentracij proteinskih mešanic OlyA6/PlyB in OlyA6/EryB na čas polovične lize govejih 
eritrocitov. Molarno razmerje med OlyA6 in njegovim proteinskim partnerjem z domeno MACPF je 12.5 : 1. Na osi x je 
prikazana koncentracija OlyA6. 
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Slika 22. Vpliv različnih koncentracij proteinskih mešanic PlyA2/PlyB in PlyA2/EryB na čas polovične lize govejih 
eritrocitov. Molarno razmerje med PlyA2 in njegovim proteinskim partnerjem z domeno MACPF je 12,5 : 1. Na osi x je 
prikazana masna koncentracija PlyA2. 
 
Slika 64. Vpliv različnih koncentracij proteinskih mešanic PlyA2/PlyB in PlyA2/EryB na čas polovične lize govejih 
eritrocitov. Molarno razmerje med PlyA2 in njegovim proteinskim partnerjem z domeno MACPF je 12.5 : 1. Na osi x je 
prikazana koncentracija PlyA2. 
 
Slika 65. Vpliv različnih koncentracij proteinskih mešanic PlyA2/PlyB in PlyA2/EryB na čas polovične lize govejih 
eritrocitov. Molarno razmerje med PlyA2 in njegovim proteinskim partnerjem z domeno MACPF je 12.5 : 1. Na osi x je 
prikazana koncentracija PlyA2. 
 
Slika 66. Vpliv različnih koncentracij proteinskih mešanic PlyA2/PlyB in PlyA2/EryB na čas polovične lize govejih 
eritrocitov. Molarno razmerje med PlyA2 in njegovim proteinskim partnerjem z domeno MACPF je 12.5 : 1. Na osi x je 
prikazana koncentracija PlyA2. 
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4.6 BIOINFORMATSKE ANALIZE 
 
4.6.1 Poravnava aminokislinskih zaporedij proteina EryB in proteina PlyB 
 
Poravnavo smo izvedli z orodjem ClustalW. PlyB ima v zaporedju 523 aminokislinskih 
ostankov, EryB pa 522, do izgube pride na mestu 34. Zaporedji sta si 96 % identični, 
razlikujeta se v 23 aminokislinskih ostankih. EryB se od PlyB razlikuje v sledečih: Ala2, 
Val15, Glu16, brez aminokislinskega ostanka 34, Ile48, Glu94, Val114, Val139, Met177, 
Asp214, Leu217, Ile254, Asp289, Phe364, Asp373, Glu413, Ser414, Tyr440, Ile456, 
Gly469, Val493, Trp509, Glu523 (Slika 2). 
 
4.6.2 Model tridimenzionalne strukture EryB 
 
Model 3D strukture EryB je narejen s homolognim modeliranjem na podlagi 
eksperimentalno določene strukture proteina PlyB (Slika 23). Model prikazuje C-terminalno 
regijo, s katero se poveže s partnerskim egerolizinom (označeno z zeleno). C-terminalna 
regija je z ostalimi deli proteina povezana prek α-vijačnice (označena s puščico roza barve). 
Regiji, ki (tako kot pri PlyB) predvidoma vstopijo v membrano, sta označeni z oranžno – 
THM1 in rumeno puščico – THM2. Motiv THM2 je daljši kot pri tipičnih proteinih iz 
proteinske družine MACPF. Motiv HTH, katerega premik v homologih vzpodbudi 
vstavljanje motivov THM1 in THM2 v membrano, je označen z rdečo puščico. Z modro je 
označena tipična domena MACPF, ki je sestavljena iz β-ploskev iz štirih β-trakov. Dodatna, 
peta β-ploskev, ki pa je značilna le za PlyB in njemu podobne proteine, je označena s črno 
(Slika 23).  
Slika 23. 3D model strukture EryB, vizualiziran s programom Chimera. Z zeleno ozačena C-terminalna regija, z modro 
označena domena MACPF, oranžna puščica označuje THM1, rumena označuje THM2, rdeča HTH, rožnata α-heliks, črna 
pa označuje dodatno 5. β-ploskev. 
 
Slika 67. 3D model strukture EryB, narejen v programu Chimera. Z zeleno ozačena C-terminalna regija, z modro označena 
domena MACPF, oranžna puščica označuje THM1, rumena označuje THM2, rdeča HTH, rožnata α-heliks, črna pa 
označuje dodatno 5. β-ploskev. 
 
Slika 68. 3D model strukture EryB, narejen v programu Chimera. Z zeleno ozačena C-terminalna regija, z modro označena 
domena MACPF, oranžna puščica označuje THM1, rumena označuje THM2, rdeča HTH, rožnata α-heliks, črna pa 
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4.6.3 Primerjava modela tridimenzionalne strukture EryB s strukturo proteina 
PlyB 
 
Poravnava modela strukture EryB s strukturo proteina PlyB omogoči  strukturni vpogled v 
karakteristike EryB. Med seboj se proteina razlikujeta le v 23 aminokislinskih ostankih. 
Poudarili (prikazani s stranskimi skupinami kot vezi) smo aminokislinske ostanke, ki se 
razlikujejo na mestih v C-terminalni regiji, saj se proteina prek te regije vežeta na proteinske 
partnerje egerolizine (Slika 24). Poudarili smo različne aminokislinske ostanke na treh 
zankah v strukturi, ki pridejo v direkten kontakt z egerolizinom. To so pri EryB 
aminokislinski ostanki Phe364, Glu413, Ser414, Tyr440, Gly469 in Val493, pri PlyB pa 













Slika 24. Poravnava 3D strukture PlyB (modra) in modela strukture EryB (vijolična), vizualizirano s programom Chimera. 
Z rdečo označen del C-terminalne regije, ki pride v direkten stik z proteinskim partnerjem egerolizinom. V tem delu se 
proteina razlikujeta v nekaj aminokislinah. 
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V okviru magistrske naloge smo se najprej osredotočili na to, da uspešno pridobimo aktiven 
EryB, kasneje pa še na to, da preverimo njegovo aktivnost v kombinaciji s proteinskimi 
partnerji egerolizini. Ker je protein naravni partner egerolizina EryA in ker ima 96 % 
identično aminokislinsko zaporedje s PlyB, smo predvidevali, da bo tudi EryB imel podobne 
učinke po vezavi egerolizinov na lipide in na tvorjenje por. Z različnimi biokemijskimi testi 
za spremljanje interakcije proteinov z lipidnimi membranami (test hemolize, test 
permeabilnosti in površinska plazmonska resonanca) smo preverili aktivnost EryB. 
 
Shibata in sod. (2010) so predhodno že izolirali nativni EryB iz P. eryngii, mi pa smo 
rekombinantni protein izrazili v E. coli in ga z Ni-NTA afinitetno kromatografijo izolirali. 
Protein smo izrazili v v E. coli BL21(DE3). Sev nosi genski zapis za T7 RNA polimerazo, 
ki je pod nadzorom lac UV5 promotorja in represorja LacI. Za izražanje te polimeraze je 
potreben induktor IPTG, ki prepreči vezavo represorja, sproži pa sintezo T7 polimeraze in 
sintezo rekombinantnih proteinov. EryB smo v tem sevu uspešno izrazili. 
 
V nadaljevanju smo želeli preveriti v kakšnih pogojih bomo pridobili največjo količino 
rekombinantnega EryB. Izbrali smo dve različni temperaturi, tj. 20 °C in 37 °C, ter tri 
različne koncentracije induktorja izražanja IPTG, tj. 0,1 mM, 0,5mM in 1 mM. Znano je, da 
nižja temperatura upočasni sintezo proteinov, višja po jo pospeši, a se protein zaradi prehitre 
sinteze lahko nepravilno zvije ali pa se ne zvije do konca, zato se nalaga v inkluzijskih 
telesih. Ker nismo opazili drastične razlike med pridobivanjem proteina pri 20 °C in 37 °C, 
smo se odločili za gojenje pri 37 °C in se tako držali protokola za 96 % identični PlyB (Ota 
in sod., 2013). Koncentracija IPTG ni imela posebnega vpliva na izražanje proteina, zato 
smo se tudi pri tej zadevi odločili za uporabo ustaljenega in preverjenega protokola za PlyB 
(Ota in sod., 2013). Za detekcijo proteina smo uporabljali NaDS-PAGE. 
 
Rekombinantni PlyB se v E. coli izraža v IT, zato smo predvidevali, da se bo podobno 
obnašal tudi EryB. Visok nivo izražanja rekombinantnih proteinov velikokrat vodi v njihovo 
agregacijo in nastanek IT. Do tega lahko pride tudi zaradi visokih temperatur med 
izražanjem (Chrunyk in sod., 1993; Freedman in Wetzel, 1993; Williams in sod., 1982). To 
utrudi bakterijski kontrolni sistem za nadzor kvalitete proteinov, ki jih bakterija izdeluje, 
zato delno zviti ali pa nepravilno zviti proteini agregirajo (Burgess, 2009, Carrio in sod., 
2005). Prav tako pa je lahko nastanek IT posledica reduciranega okolja bakterijskega citosola 
in pomanjkanja evkariontskih šaperonov ter posttranslacijskih mehanizmov (Carrio in sod., 
2000). Nedokončno zviti proteini imajo razkrite hidrofobne regije, ki pa med seboj reagirajo 
in tvorijo agregate (Burgess, 2009). Zato tudi EryB po izražanju v E. coli najdemo predvsem 
v inkluzijskih telesih. Da bi pridobili aktiven protein, moramo očiščena IT najprej izolirati 
in jih raztopiti, nato pa proteinu z renaturacijo omogočiti, da se v pufru zvije v pravilno 
tridimenzionalno obliko (Burgess, 2009, Clark, 2001). Za proteine, ki imajo veliko 
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cisteinskih ostankov (k tem štejemo tudi PlyB in EryB), v pufer dodamo β-merkaptoetanol 
in tako zmanjšamo možnost nastanka nepravilnih disulfidnih mostičkov (Rudolph in Lilie, 
1996). Izolacijo z Ni-NTA afinitetno kromatografijo smo lahko izvedli zaradi histidinskega 
repka na C-terminalnem delu proteina, tj. zaporedje šestih histidinov, ki se vežejo na nikljeve 
ione. 
 
Z merjenjem triptofanskega spektra smo ugotovili, da ima EryB podobne lastnosti kot njegov 
homolog PlyB. EryB je stabilen v ožjem območju pH, kot pa proteinski partnerji egerolizini. 
Le ti so stabilni v širokem območju pH (Berne in sod., 2009). Triptofanski spekter je pokazal, 
da EryB agregira pri kislih pH (5,5 in 6,5), najverjetneje zato, ker se triptofani iz notranjosti 
strukture ob nižanju vrednosti pH vse bolj izpostavljajo na površino. Proteinu bolj ustrezajo 
bazične vrednosti pH, najbolj pa pH vrednosti med 7,5 in 8,5. Zato smo se tudi odločili 
protein hraniti v pufru s pH vrednostjo 8. EryB je, podobno kot EryA, stabilen pri sobni T, 
vse do 45 °C (Shibata in sod., 2010). Njegov proteinski partner EryA je aktiven tudi pri T 
med 0 in 30 °C (Ngai in Ng, 2006), zato predvidevamo, da je podobno z EryB, kar pa v 
poskusu nismo preverjali. Protein v pufru sicer hranimo pri -20 °C, kot je to značilno za 
večino izoliranih rekombinantnih proteinov.  
 
Znano je, da imajo egerolizini specifične afinitete do nekaterih lipidov oz. kombinacije le 
teh (Bhat in sod., 2013; Ota in sod., 2013; Skočaj in sod., 2014). Da bi se OlyA in PlyA 
uspešno vezala na membrano, mora biti le ta sestavljena iz kombinacije sfingolipida in 
sterola. SM ali CPE v kombinaciji s Hol to omogočata. Egerolizin se veže s sfingolipidom, 
Hol pa mu to vezavo olajša (Tomita in sod., 2004; Endapally in sod., 2019). Za specifično 
afiniteto egerolizinov do lipidov je odgovornih 6 dobro ohranjenih tirozinskih ostankov, ki 
jih najdemo v vseh glivnih egerolizinih (Sakurai in sod., 2004). Do vezave na holinsko glavo 
SM pride zaradi interakcije med aminokislinami na mestih 28 in 91 (Trp28/Tyr91 pri PlyA2 
in Trp28/Ser91 pri OlyA) in holinsko glavo sfingolipida, EryA pa zaradi alanina na mestu 
91 specifike za SM/Hol nima (Bhat in sod., 2013). Vsi 3 proteini pa imajo specifično 
afiniteto do membran, sestavljenih iz CPE/Hol (Bhat in sod., 2015). V naravi kombinacijo 
SM/Hol najdemo v sesalčjih celicah, CPE/Hol pa najdemo v nevretenčarskih organizmih, 
kot so pajki, škorpijoni, nekatere žuželke (muhe, mušice, hrošči) in morski polži (Panevska 
in sod., 2019b). CPE je prisoten in pomemben pri razvoju nekaterih ličink (Ghosh in sod., 
2013). Vsebnost CPE v naravnih membranah je nizka (2-6 mol %), predvsem v prebavilih 
nekaterih žuželk (Guan in sod., 2013; Panevska in sod., 2019b). Zato smo za biokemijske 
poskuse (SPR, test permeabilizacije) uporabili liposome v sestavi CPE : POPC : Hol (5 : 
47,5 : 47,5; mol:mol:mol) in se s tem čim bolj približali naravnemu stanju. 
 
Poskusi s SPR so potrdili našo domnevo, da bo EryB, tako kot njegov homolog PlyB, ojačal 
vezavo egerolizinov na LUV (CPE : POPC : Hol (5 : 47,5 : 47,5; mol:mol:mol). EryA ima 
že po naravi manjšo afiniteto za vezavo na lipide, zato smo za poskuse s tem proteinom 
izbrali 10-krat višjo koncentracijo proteina. Pri vezavi EryA na vezikle najprej pride do 
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močne vezave, nato pa protein po 50 s disociira na tretjino prvotnih RU. Enako se zgodi, če 
k EryA dodamo proteinska partnerja PlyB ali EryB. Ko dodamo proteina z domeno MACPF, 
se vezava ojača. Kljub temu, da je EryB naravni partner egerolizina EryA (Sakurai in sod., 
2010), ta kombinacija ni pri vezavi nič bolj uspešna od EryA/PlyB. OlyA6 in PlyA2 imata 
višjo afiniteto za vezavo na vezikle, ki vsebujejo 5 mol% CPE, zato po vezavi ne pride do 
disociacije, kot v primeru EryA. Dodatek EryB ali PlyB k egerolizinoma OlyA6 ali PlyA2 
izboljša vezavo, PlyB rahlo bolje. Do močnejše vezave najverjetneje pride zaradi 
oligomerizacije proteinov, ki se zgodi na membrani veziklov ob prisotnosti tako egerolizina 
kot njegovega proteinskega partnerja. Rezultati sovpadajo z rezultati Panevska in sod. 
(2019a). 
 
S permeabilizacijo lipidnih veziklov oz. testom sproščanja kalceina iz veziklov sestave CPE 
: POPC : Hol (5 : 47,5 : 47,5; mol : mol : mol) smo preverili ali ima EryB enak vpliv na 
tvorbo por, kot ga ima PlyB. Iz dosedanjih raziskav je jasno, da PlyB v kombinaciji z 
egerolizini (PlyA, OlyA6) tvori 13-merne pore, ki so sestavljene iz dimerov egerolizina (26 
molekul) in proteinskega partnerja z domeno MACPF (13 molekul) (Lukoyanova in sod., 
2015; Ota in sod., 2013). Tekom omenjenega eksperimenta smo spremljali odstotek 
kalceina, ki se sprosti iz veziklov, v odvisnosti od časa, ter kako različne koncentracije 
proteinov vplivajo na potek permeabilizacije. EryA se sam po sebi slabše veže na lipide, zato 
smo ob dodatku proteinskih partnerjev lahko opazili slabšo permeabilizacijo, ki se ni 
drastično spreminjala s časom ali pa s poviševanjem koncentracije proteina. Ko smo k EryA 
dodali EryB ali pa PlyB, razlik med tvorbo por ni bilo. Do razlik je prišlo pri ostalih dveh 
egerolizinih. Kombinacija OlyA6/PlyB je imela veliko večjo sposobnost porotvornosti, kot 
kombinacija OlyA6/EryB, prav tako je bilo v primeru PlyA2. To je popolnoma razumljivo, 
saj je PlyB naravni partner PlyA, OlyA6 in PlyA2 pa sta homologa (93 % identično 
aminokislinsko zaporedje). Višanje koncentracij proteinov sovpada s povečevanjem 
permeabilnosti, a ne v nedogled. Pri koncentraciji egerolizina 10 μg/mL se povečevanje 
permeabilnosti ustavi. To lahko predpišemo nasičenosti membrane s porami, ki jo dosežemo 
ob takšni koncentraciji ali pa temu, da se egerolizini po vezavi na membrano lahko 
povezujejo v dvodimenzionalne kristale, kar prepreči proteinskim partnerjem z domeno 
MACPF, da bi se uspešno vezali na egerolizine in tvorile funkcionalne pore (A. Panevska, 
osebna informacija). Čeprav sta si PlyB in EryB zelo podobna (Sakurai in sod., 2010), pa 
ima verjetno ravno teh nekaj različnih aminokislin vpliv na jakost vezave z egerolizinom in 
posledično na porotvornost (Slika 2). 
 
Za testiranje porotvornosti na naravnih membranah smo uporabili test hemolize na govejih 
eritrocitih. Membrane govejih eritrocitov so sestavljene predvsem iz Hol in SM. Poleg teh 
dveh glavnih komponent pa lahko v njih najdemo tudi fosfatidiletanolamin, fosfatidilserin 
in fosfatidilholin (Basarab in sod., 1982). Zaradi visoke vsebnosti SM/Hol, so primerni za 
testiranje permeabilnosti na naravnih membranah. EryA nima specifične afinitete za vezavo 
na membrane s sestavo SM/Hol (Bhat in sod., 2015; Panevska in sod., 2019a). To smo 
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potrdili tudi v naših poskusih, saj EryA v kombinaciji z PlyB ali pa z EryB ni pokazal nobene 
hemolitične aktivnosti. Kombinacija EryA/PlyB lahko vodi v hemolizo le pri zelo visokih 
koncentracijah proteinov, prav tako pa za tvorbo por v eritrocitnih membranah potrebuje 
veliko več časa, kar pa v naših poskusih nismo preverjali. Podobno kot pri testu 
permeabilizacije membran, je tudi test hemolize pokazal, da je kompleks OlyA6/PlyB zelo 
hemolitičen, stopnja hemolize pa narašča z višanjem koncentracije proteinov. OlyA6/EryB 
kompleks je prav tako hemolitičen, a veliko manj kot OlyA6/PlyB. Enako je s kompleksom 
PlyA2/PlyB, ki je zelo hemolitičen. PlyA2/EryB kompleks ni hemolitičen.  
 
Tridimenzionalni model EryB, narejen na podlagi PlyB, je pokazal, da ima protein C-
terminalno regijo, dve regiji TMH, ki vstopita v membrano, regijo HTH, katere premik 
sproži nastanek pore in tipično domeno MACPF. Dejstvo, da je kombinacija egerolizinov 
(OlyA6, PlyA2 in EryA, slednji v manjši meri) in PlyB bolj uspešna v tvorbi por kot 
kombinacija z EryB, lahko predpišemo razlikam v aminokislinski sestavi teh dveh 
proteinskih partnerjev. Le ti se na egerolizinski dimer vežejo s C-terminalno domeno 
(Lukoyanova in sod., 2015). Če primerjamo aminokislinski zaporedji obeh proteinov v tej 
regiji, najdemo kar nekaj razlik. Predvsem smo se osredotočili na različne aminokislinske 
ostanke v treh zankah C-terminalne regije, katere pridejo v direktni fizični kontakt z 
egerolizinskim dimerom. Opazili smo razlike na mestih 364 (fenilalanin), 413 (glutaminska 
kislina), 414 (serin), 440 (tirozin), 469 (glicin) in 493 (valin). Najverjetneje je eden (ali več) 
aminokislinskih ostankov na teh mestih ključnih za močno interakcijo med proteinskima 
partnerjema.  
 
Rezultati naših poskusov so pokazali, da lahko v E. coli uspešno izrazimo rekombinantni 
EryB in da ga lahko izoliramo v aktivni obliki. Dokazali smo, da EryB, tako kot njegov 
homolog PlyB, tvori dvokomponentne porotvorne komplekse z glivnimi egerolizini. Stopnja 
porotvornosti je v primeru EryB nižja, kar lahko predpišemo razlikam v aminokislinskih 
zaporedjih. Kompleks egerolizin/PlyB je v smislu permeabilizacije tarčnih membran bolj 
uspešen in je zato komercialno bolj smiseln za uporabo, npr. kot potencialni biopesticid 
(Panevska in sod., 2019a). V nadaljnjem delu bi lahko z mestno specifično mutagenezo 
pokazali katere spremembe v aminokislinskih zaporedjih C-terminalne regije imajo največji 
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• Rekombinantni protein EryB lahko pridobimo, z izražanjem gena za ta protein v 
ekspresijskem sistemu E. coli, v obliki inkluzijskih teles in lahko ga izoliramo z Ni-
NTA afinitetno kromatografijo. 
 
• Protein EryB interagira s partnerskimi egerolizini (EryA, OlyA6, PlyA2). 
 
• EryB ojača vezavo egerolizinov na lipidne vezikle CPE : POPC : Hol (5 : 47,5 : 47,5, 
mol : mol : mol). 
 
• EryB z egerolizini tvori dvokomponentne porotvorne komplekse, vendar manj 
uspešno kot njegov homolog PlyB. 
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Glive imajo velik biotehnološki potencial, saj proizvajajo veliko uporabnih učinkovin. 
Takšni so tudi proteini egerolizini in njihovi proteinski partnerji z domeno MACPF iz gliv 
rodu Pleurotus. Egerolizini zaznajo specifično lipidno sestavo membran in se na njih vežejo. 
Proteinski partnerji z domeno MACPF z vezavo na egerolizine omogočijo oligomerizacijo 
in tvorbo por. Imajo unikatno strukturo in drugačno aminokislinsko zaporedje od ostalih 
proteinov iz družine MACPF/CDC. Do sedaj sta v glivah rodu Pleurotus bila odkrita dva 
takšna proteina, to sta PlyB in EryB, ki imata 96 % identično aminokislinsko zaporedje. 
Dokazano je, da PlyB iz vrste P. ostreatus omogoči egerolizinom (EryA, OlyA6, PlyA2) 
močnejšo vezavo na lipide, prav tako pa se z njimi poveže v litičen dvokomponentni 
kompleks, ki tvori pore. V naših poskusih pa smo preverili kako deluje EryB, ki je drugače 
sestavni del dvokomponentnega citolitičnega kompleksa erilizina, izoliranega iz vrste P. 
eryngii. 
 
V E. coli smo uspešno vstavili plazmid z zapisom za rekombinantni EryB. Zaradi 
pomanjkanja evkariontskih mehanizmov v E. coli, je protein agregiral in se nalagal v 
inkluzijska telesa. Le ta smo očistili in raztopili, protein pa smo izolirali z Ni-NTA afinitetno 
kromatografijo. Uspešnost izolacije in velikost proteina smo preverili z NaDS-PAGE, ki je 
potrdila uspešno izolacijo, odčitali pa smo tudi velikost proteina – 59 kDa. Merjenje 
triptofanskega spektra je pokazalo, da je protein najbolj stabilen v bazičnih vrednostih pH, 
tj. od 7,5 do 8,5, zato smo protein shranili v pufru z pH 8. Prav tako je merjenje 
triptofanskega spektra pokazalo, da je protein stabilen pri T do 45 °C, pri višjih pa T pa 
denaturira. S površinsko plazmonsko resonanco smo potrdili interakcijo med egerolizini 
(EryA, OlyA6, PlyA2) in EryB, in sicer EryB ojača vezavo egerolizinov na membrane z 
nizko vsebnostjo CPE. S testom sproščanja kalceina iz veziklov CPE : POPC : Hol (5 : 47,5 
: 47,5), smo ugotovili, da EryB v kombinaciji z egerolizini (OlyA6, PlyA2) tvori pore, a 
slabše kot kompleks egerolizin/PlyB. Kombinacija OlyA6/EryB je hemolitična, a manj kot 
kompleks PlyB/OlyA6. Medtem, ko je PlyA2/PlyB kombinacija zelo hemolitična, pri 
kompleksu PlyA2/EryB te aktivnosti nismo zaznali. Slabšo porotvornost EryB lahko 
predpišemo razlikam v aminokislinskih zaporedjih, v primerjavi s PlyB, in sicer na mestih v 
C-terminalni regiji, s katero protein pride v direktni stik z egerolizinom. Z mestno specifično 
mutagenezo bi v nadaljnjih poskusih lahko preverili kateri izmed teh aminokislinskih 
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